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1.1 Diabetes mellitus

Die Homeostase von Glucose ist normalerweise abhdangig von der Balance zwischen
hepatischer Glucose-Produktion und Glucose-Verwertung durch die wichtigsten insulin-
abhangigen Organe, wie Leber, Fettgewebe und Muskeln, aber auch insulin-unabhangigen
Organe, wie Gehirn und Nieren. Diese Balance ist sehr genau reguliert durch das
pankreatische Hormon Insulin. Normale Individuen reagieren auf die Erhéhung des
Glucosespiegels in Blutplasma mit einer Steigerung der Insulin-Sekretion der pankreatischen
[-Zellen. Die Erh6hung von zirkulierendem Insulin stimuliert die Glucose-Aufnahme und -
Speicherung in peripheren Geweben und inhibiert die hepatische Gluconeogenese (Cheatham
& Kahn, 1995). AulRerdem reguliert Insulin den Lipid-Metabolismus, indem es die Synthese
von Fettsduren in Leber und Triacylglycerinen im Fettgewebe stimuliert. Schlielich férdert
Insulin die Aufnahme der Aminoséduren im Muskel und stimuliert somit die Proteinsynthese
(Abb. 1).

héhung des Glucose-Leve
in Plasma
Pankreas
B—Zellen

Fettgewebe

Abbildung 1: Die Regulation des Glucose-Metabolismus. Als Reaktion auf die Erhéhung des Plasma-
Glucosespiegels wird Insulin von den pankreatischen 3-Zellen sekretiert. Das Hormon unterdriickt die
Gluconeogenese in Leber, stimuliert der Glykogensynthese in Leber und Muskel, beschleunigt Protein-
und Triacylglycerine-Synthese in Muskel und Fettgewebe.
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Storungen der Balance in der Glucose-Homeostase fuihren meistens zu Diabetes mellitus,

einer weitverbreiteten heterogenetischen Stoffwechsel-Krankheit, die in manchen ethnischen

Gruppen bei mehr als 10 % der Bevolkerung diagnostiziert wird (Baumann & Saltiel, 2001).

Beim Diabetes Typ 1 werden die insulin-produzierenden -Zellen im Pankreas durch einen
Autoimmun-Prozess zerstort, sodass die Patienten auf eine regelmaRige Applikation exogenen
Insulins angewiesen sind. Typ 2 Diabetes wird (iberwiegend bei Erwachsenen diagnostiziert

und ist durch zwei fundamentale Defekte charakterisiert: eine gestorte Funktion der B-Zellen,

die zu einer anhaltenden Hyperglykamie fihrt, und Insulin Resistenz, eine verminderte

Reaktion der peripheren Geweben auf endogenen Insulin. Die wichtigsten Merkmale von Typ

1 und Typ 2 Diabetes sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Merkmale von Typ 1 und Typ 2 Diabetes

Merkmal Typ 1 Diabetes Typ 2 Diabetes
Erblichkeit gering stark
Gene HLA assoziiert nicht bekannt

Pathogenetische
Hauptprinzipien

Insulitis mit Insulinmangel

Insulinresistenz, gestorte
Insulinsekretion

Metabolisches
Syndrom

in der Regel fehlend

in der Mehrzahl vorliegend

Stoffwechsel

oft labil, zur Ketose
neigend

meist stabil mit
Dyslipoproteinamie,
Ketoseneigung gering

Manifestationsalter

etwa zur Halfte Kinder und
Jugendliche

mittleres und hdheres
Erwachsenenalter, in
zunehmendem Male auch bei
Kindern und Jugendlichen

1.1.1 Komplikationen bei Diabetes mellitus

Die chronischen Komplikationen des Diabetes kénnen in drei Kategorien zusammengefasst

werden:

a. Makroangiopathie — Erkrankungen von grofRen BlutgefalRen (Arteriosklerose), die zu

myokardialen Infarkten und Schlaganfallen fihren kénnen;

b. Mikroangiopathie — Veranderungen von kleinen Blutgefél3en, die retinale und renale

Vaskularisation beeinflussen und haufig Blindheit und schwere Nierenschéden

verursachen;

c. Neuropathie - Verénderungen an motorischen,

sensorischen, kranialen und

autonomen Nerven (Ejigu, 2000; Huntley & Drugge, 2005).
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1.1.2 Dermatologische Komplikationen bei Diabetes mellitus

Alle der drei oben genannten Gruppen der diabetischen Komplikationen kdnnen sich in der
Haut manifestieren. Mehr als ein Drittel der an Diabetes erkrankten Menschen leiden an
unterschiedlichen dermatologischen Ldasionen. Manche Hautprobleme treten auch bei
Patienten ohne Diabetes auf, werden aber bei Diabetikern viel haufiger diagnostiziert. Dazu
gehoren beispielsweise bakterielle sowie mykotische Infektionen und Juckreiz (American
Diabetes Association, 2005). Andere dermatologische Komplikationen sind zum gréfiten Teil
mit der Erkrankung an Diabetes assoziiert. Dazu gehdren beispielsweise solche Léasionen wie
die Verdickung der Haut (Scleredema diabeticorum), das Auftreten von mehreren
hyperpigmentierten atrophischen Hautflecken (diabetische Dermopathie), spontane Bildung
von Blasen (diabetic Bullae), nekrotische Verdnderungen in der Dermis (Necrobiosis
lipoidica) und verschiedene Formen von Neuropathie in der Haut (Huntley & Drugge, 2005)
(Abb. 2).

D1995 Arthur C. Huntley, >

diabetische diabetic Necrobiosis
Dermopathie Bullae lipoidica

Abbildung 2: Haufige dermatologische Komplikationen bei Diabetes mellitus (von Huntley & Drugge 2005).

Viele pathogene Mechanismen kdnnen an der Entwicklung diabetischer dermatologischer
Komplikationen beteiligt sein. Sowohl vorzeitige Alterung und aberrante Proliferation als
auch eine verminderte Produktion von Wachstumsfaktoren und begrenzte Migrationsfahigkeit
von dermalen Fibroblasten konnen eine groBe Rolle bei der Entstehung von Haut-L&sionen

und anormaler Wundheilung spielen. AuBerdem wurden bei den diabetischen Haut-
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Komplikationen Verdnderungen in der Struktur und Funktion der Basalmembran (BM),
anormale Synthese von BM-Komponenten und Disregulation der Integrin-Expression
festgestellt (Kjellstrom & Malmquist, 1984; Trevisan et al., 1997; Wertheimer et al., 1998;
Loots et al., 1999; Black et al., 2003; Lerman et al., 2003).

Ursprunglich war angenommen worden, dass die meisten diabetischen Komplikationen durch
einen erhohten Level von Plasma-Glucose, der fiir diese Krankheit charakteristisch ist,
induziert werden. Neuere Untersuchungen allerdings ergaben, dass eine diabetische
Umgebung nicht nur Hyperglykamie sondern auch eine abnormale Insulin-Signaltransduktion
einschliet. So wird inzwischen vermutet, dass die Abnormalitaten der Insulin-Signalwegen
direkt zur Entstehung von diabetischen Komplikationen beitragen kénnen (Wertheimer et al.,
2001).

1.2 Die Menschliche Haut

Die Haut stellt die duRerste Barriere des Korpers zur Umwelt dar und schiitzt ihn vor
mechanischen, chemischen und physikalischen Einwirkungen. Sie besteht aus drei
funktionellen Schichten: (1) aus einer sich stdndig erneuernden Oberschicht, der Epidermis;
(2) einer mechanisch stabilen Unterschicht, der Dermis; und (3) der darunterliegenden
Hypodermis (Abb. 3). Epidermis und Dermis sind voneinander durch die Basalmembran
(BM) getrennt.

Abbildung 3: Aufbau der humanen Haut. 1 — Epidermis; 2 — Dermis; 3 —
Hypodermis; 4 — Haarschaft mit Haarwurzel; 5 — Talgdriise; 6 —
Schweifldruse (von Eucerin).
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Die Epidermis ist ein mehrschichtiges Plattenepithel, das berwiegend aus Keratinozyten
besteht. Die Epidermis enthalt auch Melanozyten zur Bildung von Melanin, der flr die UV-
Absorption verantwortlich ist, Langerhans-Zellen zur Immunabwehr und Merkel-Zellen als
Sensoren fur mechanische Einwirkungen.

Die epidermalen Keratinozyten befinden sich in einem standigen Erneuerungs- und
AbstolRungsprozeR und sind in vier Schichten organisiert, die sich sowohl durch die Zellform
als auch durch die Expression spezifischer Proteine voneinander unterscheiden (Holbrook,
1994) (Abb. 4).

Die basale Schicht, das Stratum basale, ist die proliferative Schicht in der Epidermis und
besteht aus rundlichen Zellen, die palisadenartig an der BM tiber Hemidesmosomen verankert
sind. In der basalen Schicht befinden sich die Stammzellen mit unbegrenztem
Proliferationsvermdgen und ,.transient amplifying cells®, die nach wenigen Teilungszyklen in
die terminale Differenzierung eintreten. Charakteristisch fiir die Basalzellen ist die Expression
des Keratinpaars K5/14. Keratine sind Cytoskelett-Proteine, die Tonofilamente in den
epithelialen Zellen ausbilden (Moll et al., 1982; Steinert et al., 1985; Steinert & Roop, 1988).
Die 3-4 Zell-Schichten tber der basalen Schicht bilden das Stratum spinosum. Die Zellen
verandern ihre Form und werden mit wachsendem Abstand vom Stratum basale immer
flacher. Charakteristisch fur die Zellen im Stratum spinosum ist die Expression des
Keratinpaars K1/10, das ein dichtes Netzwerk von stabilen Tonofilamenten ausbildet und
neben den Desmosomen flr die mechanische Stabilisierung der Epidermis verantwortlich ist
(Garrod et al., 2002). Somit ist K1/10 einer der wichtigsten Marker fir die friihen Stadien der
Differenzierung (Purkis et al., 1990). Im Stratum spinosum beginnt auch die Expression des
Enzyms Transglutaminase, das die Quervernetzung der Sturkturproteine, wie Loricrin,
Keratolinin und des Hullproteins Involucrin katalysiert.

Das Stratum granulosum stellt den Ubergang von vitalen zu synthetisch inaktiven
Zellschichten dar und ist durch das Auftreten von Keratohyalingranula in den Zellen
charakterisiert, die vor allem Filaggrin enthalten und das Keratinfilamentnetz verstarken. An
der Innenseite der Plasmamembran beginnt die Ablagerung und Quervernetzung mehrerer
Strukturproteine, wie Loricrin und Keratolinin, die zum Aufbau spezieller chemisch
resistenter Strukturen, ,,cornified envelopes®, flihrt. Filaggrin und Loricrin fungieren somit als
Marker flr spate Differenzierungsstadien (Steinert et al., 1981; Magnaldo et al., 1990; Hohl et
al., 1991).

In den obersten Lagen des Stratum granulosum werden Zellkerne und Organellen abgebaut,

sowie Proteine und Lipide Uber sekretorische Vesikel in den Interzellularraum abgegeben. So
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wird der Ubergang zum Stratum corneum geschaffen, einer mehrschichtigen Zone aus
terminal differenzierten Keratinozyten, die in einer extrazellularen Lipid-Matrix eingebettet
sind. Nach der Einstellung der metabolischen Aktivitat werden die desmosomalen Kontakte
geldst und die Hornzellen abgeschilfert.

EPIDERMIS IF-TYP »KERATIN
STRATUM €= = A
CORNEUM

10
STRATUM
GRANULOSUM 10
STRATUM 10
SPINOSUM
STRATUM 14
BASALE

FIBROBLAST

PVIMENTIN

DERMIS

Abbildung 4: Schematische Darstellung der verschiedenen Epidermisschichten
und der Verankerung an die Dermis.

Die Versorgung der Zellen in der Epidermis, die selbst keine Blutgefale enthalt, erfolgt
ausschlieBlich durch Diffusion von N&hrstoffen etc. aus der darunter liegenden, gefaRreichen
Dermis.

Die Dermis ist von der Epidermis durch eine definierte Zone extrazellularer Matrix (ECM),
die sogenannte Basalmembran (Basal Lamina), getrennt, wahrend der Ubergang von Dermis
zu Hypodermis eher diffus ist. Das Bindegewebe der Dermis besteht hauptsachlich aus
Kollagenfibrillen (Typ I und 111 Kollagen), Reticulinfasern und Proteoglykanen. Dieses ECM-
Gerustsystem wird berwiegend von den eingelagerten Fibroblasten synthetisiert. Daneben
enthalt die Dermis auch Mastzellen, Blut- und Lypmphgefae, Haarwurzeln und
Nervenendigungen.

Die Hypodermis verbindet die Haut mit dem darunterliegenden Fettgewebe und besteht aus
Bindegewebe, in das energiespeichernde Adipozyten eingelagert sind. Sie ist stark von
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BlutgefaRen durchzogen, was eine schnelle Versorgung mit Nahrstoffen gewahrleistet. Des

Weiteren isoliert das Fettgewebe den Korper und schiitzt so vor Warmeverlust.

1.2.1 Die Basalmembran

Basalmembranen (BM) sind flexible diinne (40-120 nm) Schichten hochspezialisierter
extrazelluldrer Matrix, die das Substrat fir die Anheftung von basalen epithelialen sowie
endothelialen Zellen bilden. Weiterhin umgeben BM Nerven- und Muskelfasern, glatte
Muskeln, Fettzellen und Perizyten und trennen diese Zellen und Gewebe vom umgebenden
Bindegewebe. BM dienen nicht nur als Struktur- und Filter-Elemente, sondern spielen eine
grolRe Rolle bei der Determinierung der Zellpolaritat, Regulation von Zellmetabolismus und
Kontrolle von Proliferation und Differenzierung. SchlieBlich fungieren BM auch als selektive
Barrieren oder Leitstrukturen bei Zellbewegungen. So wird der Kontakt zwischen den
Fibroblasten der Bindegewebe und den epithelialen Zellen durch die BM verhindert.
Andererseits werden Makrophagen oder Lymphozyten nicht gestoppt und kdnnen die BM
passieren. Auch bei der Geweberegeneration spielen BM eine groRe Rolle. In der
Wundsituation dienen BM als ein Gerist-Substrat, auf dem die Zellen aus umliegenden
Gewebe migrieren kénnen um die Wunde zu schlieRen.

Die Ultrastruktur der BM-Zone zeigt zwei Schichten, die elektronendurchldssige Lamina
lucida, die unmittelbar an der Plasmamembran der Zellen liegt, und die elektronendichte
Lamina densa.

Die BM der Haut ist hauptsachlich aus den Glycoproteinen Laminin, Nidogen, Typ IV
Kollagen und dem Heparan-Sulfat-Proteoglycan Perlecan aufgebaut (Yurchenco et al., 1992;
Marinkovich, 1993; Timpl & Brown, 1996; Chan, 1997; McMillan et al., 2003).

Laminine sind heterotrimere Molekiile, die aus drei langen, assymetrisch-kreuzformig
angeordneten Polypeptidketten bestehen. Laminin-Molekile verbinden sich miteinander Uber
ihre N-terminalen Enden und bilden ein hochmolekulares Netzwerk in BM. Laminin, in der
adulten Haut Uberwiegend Laminin-10, assoziiert zusatzlich mit Perlecan und tber Nidogen
indirekt mit Typ IV Kollagen. AuBBer Laminin-5, eine kurzkettige Isoform die weitgehend fir
epidermale Keratinozyten spezifisch ist, werden Laminine sowohl von Keratinozyten als auch
von dermalen Fibroblasten synthetisiert.

Typ IV Kollagen kommt fast ausschlielich in Basalmembranen vor und stellt dort neben
Laminin das wichtigste Strukturelement dar. Die Typ IV Kollagen-Molekiile bestehen aus der
fiir Kollagen typische dreistrédngige Triple-Helix, die hier mehrfach unterbrochen ist, was die

Flexibilitat des Molekils bedeutend erhéht. Typ 1V Kollagen-Molekile verbinden sich
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miteinander Uber N- und C-Terminus und bilden ein zweites Netzwerk der BM. Typ IV
Kollagen kann sowohl von Fibroblasten als auch von Keratinozyten synthetisiert werden.
Nidogen ist ein integraler Bestandteil der BM. Es assoziiert sowohl mit Laminin als auch mit
Typ IV Kollagen und verbindet die zwei Netzwerke miteinander. Nidogen wird in der Haut
ausschlieBlich von Fibroblasten synthetisiert.

Perlecan spielt neben Stabilisierung der Struktur eine wichtige Rolle flr regulatorische
Funktionen der BM. Seine Heparansulfat-Seitenketten verleihen der BM eine negative
Ladung, die fur die selektiven Ultrafiltration-Fahigkeiten der extrazelluldaren Matrix
verantwortlich ist. So interagiert Perlecan mit Laminin, Typ IV Kollagen und Nidogen, aber
auch mit einer Reihe von Wachstumsfaktoren (Sher et al., 2005). Perlecan wird von
verschiedenen Zelltypen der Haut (Keratinozyten und Fibroblasten) synthetisiert (Fox et al.,
1991; Yurchenko et al., 1992; Timpl & Brown, 1996; Aumailley & Smyth, 1998).

1.2.2 Integrine

Um die Integritéat eines Epithels aufrecht zu erhalten, ist es notwendig, dass die Zellen einen
stabilen Kontakt mit der darunterliegenden Basalmembran bewahren. Bei den Interaktionen
zwischen Bestandteilen der BM und epithelialen Zellen spielen Matrix-Rezeptoren,
vornehmlich Integrine, eine entscheidende Rolle, indem sie eine Verknipfung zwischen der
extrazellularen Matrix (ECM) und dem intrazelluldren Cytoskelett herstellen (Etzioni, 1999).
Integrine sind Transmembran-Glycoproteine, die aus zwei nicht kovalent verbundenen
Untereinheit (o und ) bestehen. Beide Untereinheiten tragen zur Bindung der Matrixproteine
bei. Aullerdem besitzt die Kopf-Region der a-Kette einige Bindungsstellen fur zweiwertige
lonen (Ca** oder Mg?*, je nach Integrin-Typ), welche die Bindungen zwischen Integrinen und
ihren Liganden beeinflussen (Alberts et al., 1995). Bisher wurden 16a- und 8 B-Ketten
beschrieben, die zusammen 22 Heterodimere bilden (Abb. 5).

Integrine besitzen unterschiedliche Spezifitaten zur Bindung bestimmter Liganden. Manche
Integrine dienen als Rezeptoren nur fur ein Matrixprotein der ECM, z.B. Laminin oder
Kollagen, andere dagegen verbinden sich mit mehreren Matrixproteinen.
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Abbildung 5: Vorkommen und Assoziation der verschiedenen o.- und B-Integrinketten.

Nach Interaktion eines Integrins mit seinem Liganden erfolgt die Bindung der
cytoplasmatischen B-Kette an Talin, o-Actinin und Vinculin, was zur Bildung eines
intrazellularen Adhasionskomplexes fihrt (Hemler, 1998; Liu et al., 2000). Diese Komplexe,
Fokalkontakte (,,focal adhesions®) genannt, verbinden Integrine mit den Aktin-Filamenten des
Cytoskeletts (Abb. 6, A).

Die einzige Ausnahme bildet das Integrin o634, das eine Verbindung zu den Keratin-
Filamenten herstellt. Integrin 634 ist durch eine besonders lange cytoplasmatische Doméane
der B4-Kette charakterisiert und fungiert als Adhasionsrezeptor fiir die meisten Laminine. Als
zentraler Bestandteil der Hemidesmosomen hat Integrin a6B4 die hochste Affinitat zu
Laminin-5. Laminin-5 dient als Komponente der Anker-Filamenten (,,anchoring filaments*)

und verankert die Hemidesmosomen an der Basalmembran (Borradori & Sonnenberg, 1999).

Hemidesmosomen (HD) sind Multiprotein-Komplexe, welche die Adhésion der epidermalen
Basalzellen an der Basalmembran gewéhrleisten, indem sie eine Verknipfung zwischen dem
intrazellularem Keratin-Cytoskelett und den Proteinen der extrazelluldren Matrix herstellen.
AuRerdem determinieren die HD die Gewebe-Architektur, sowie rdumliche Organisation und
Polaritat der Epidermiszellen (Koster et al., 2004). HD bestehen aus einem inneren Plaque,
direkt mit den Keratin-Filamenten verknupft, einem &uReren Plaque, unmittelbar auf der
Plasmamembran aufliegend, und Verankerungsfilamente (,,anchoring filaments®), die
hauptsachlich aus Laminin 5 bestehen. Der innere Plaque enthalt hauptsachlich zwei Proteine
aus der Plakin-Familie, Plectin (auch HD1 genannt, hemidesmosomales Protein 1) und das
bullose Pemphigoid Antigen 1 (BPAG1 oder BP230). Beide Proteine stellen die Verbindung

zwischen Keratin-Filamenten und Integrin a6p4 her. Der duRere Plaque beinhaltet auler
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Integrin a6pB4 noch das bulldse Pemphigoid Antigen 2 (BPAG2 oder BP180, auch Kollagen
XVII genannt), ein Transmembran-Protein mit Typ 1l molekularer Orientierung (N-Terminus
im Cytoplasma). Intrazellul&r interagiert BP180 mit Integrin a6p4 und BP230; seine grofie
extrazellulare Doméne (unterbrochene Kollagen-Tripelhelix) dient als Rezeptor fir ECM-
Proteine. Im duBeren Plaque ist auch das Tetraspanin CD151 lokalisiert, dessen Rolle in den
HD bisher noch nicht vollig geklart ist. Es wird aber vermutet, dass CD151 eine Aufgabe bei
der Stabilisierung der HD ubernimmt, indem es die raumliche Organisation und die lateralen
Interaktionen zwischen den hemidesmosomalen Proteinen reguliert (Abb. 6, B) (McMillan et

al., 2003; Koster et al., 2004).

Kollagen IV + Laminin-10
[} J

Laminin-5

BM BMEREE = ] o T
AuRerer Plaque

Vinculin Innerer Plaque

a Actinin

Actin Filamente

A B Keratin Filamente

Abbildung 6: Schematische Darstellung von: A — Fokalkontakten (,,focal adhesions*); B — Hemidesmosomen.

1.2.2.1 Integrine in der Epidermis

In der humanen Epidermis werden hauptsachlich die Integrine a2p1, a3p1 und a6B4
exprimiert (Hertle et al., 1991). Die Integrine o281 und a3p1 sind uberwiegend (ber apikale
und laterale Membranbereiche basaler Zellen verteilt. Zum Teil sind diese Integrine in den
perizelluldren Bereichen der untersten suprabasalen Zellschichten lokalisiert. Beide Integrine,
assoziiert mit dem Aktin-Cytoskelett, binden verschiedene Matrixmolekiile, wie Kollagen
und Laminin, und sind flr eine transiente Adhasion der Zellen verantwortlich (Belkin &

Stepp, 2000). Integrin a6B4 dagegen ist hauptsdchlich am basalen Pol der Basalzellen



EINLEITUNG 24

lokalisiert und mit Keratin-Filamenten assoziiert. Dieses Integrin dient ausschliel3lich als
Rezeptor fiir Laminine und spielt als Komponente der Hemidesmosomen eine wichtige Rolle
bei der stabilen Adhdasion der Zellen (Breitkreutz et al., 1994; Sonnenberg et al., 1999).

Die Prozesse der Keratinozyten-Reifung und terminalen Differenzierung, die mit der
Ablosung der Zellen von der Basalmembran verbunden sind, initiieren einige Veranderungen
beim Expressionsmuster der Integrine. So wird die Expression von Integrin a6p4 sehr frih
herunterreguliert, wobei die Zell-Zell-Kontakte durch Cadherine und B1-assoziierte Integrine,
sowie Desmosomen gewahrleistet werden. Bei der Ausbildung von ,cornified envelopes®
(siehe 1.2) werden die Integrine internalisiert, proteolytisch abgebaut und ihre Expression
stark herunterreguliert (Tennenbaum et al., 1996).

In epithelialen Tumoren d&ndern sich die Integrin-Expressionsmuster drastisch, wobei
individuelle Integrine hoch- oder herunterreguliert werden. AulRerdem geht die urspriinglich
polarisierte Anordnung der Integrine wahrend der Tumorgenese ublicherweise verloren
(Tomakidi et al., 1999). AuBerdem wird in Tumor- wie auch in Wundsituationen die
Expression mancher Integrine de novo induziert, z.B. von a5p1, avpl, 3, 5, 6 (Adams &
Watt, 1991; Herold-Mende et al., 2001). Ahnliche Vorgange konnten auch bei der
epidermalen Regeneration im Transplantationsmodell von Humanzellen auf die Nacktmaus
beobachtet werden (Breitkreutz et al., 1997; Breitkreutz et al., 1998).

1.2.2.2 Integrine und Signaltransduktion

Integrine fungieren nicht nur als Adhé&sionsrezeptoren, sondern nehmen aktiv an der
Signaltransduktion teil. Dabei wird einerseits die extrazelluldare Bindungsaffinitat der
Integrine intern von der Zelle reguliert (,,Inside-Out-Signaling®) und andererseits l6st die
Bindung von Matrixmolekiilen Signale aus, die ins Innere der Zelle Ubertragen werden
(,,Outside-In-Signaling®) (Schwarz et al., 1990; Giancotti & Ruoslahti, 1999; Miranti &
Brugge, 2002; Humphries et al., 2003). Die Bindung von Matrix-Proteinen fiihrt meistens zu
einer Zusammenlagerung von Integrin-Molekulen in der Zellmembran (,,integrin clustering®),
was fur die Formation der Signal-Komplexe notwendig ist (Giancotti & Ruoslahti, 1999).
Integrine aktivieren mehrere Signalwege, u.a. den Ras-MAP-Kinase-Weg und den PI-3-
Kinase-Weg, und interagieren mit vielen Elementen aus Signaltransduktionsketten, wie
beispielweise FAK (focal adhesion kinase), Src-Kinasen, Rho und SHC (SH2-containing

protein).
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Da die meisten dieser Signalwege auch durch Wachstumsfaktoren aktiviert werden, ist es
unerl&Blich, dass die Signaltransduktion durch Integrine und Wachstumsfaktor-Rezeptoren
durch Interaktionen und gegenseitige Regulation prézise koordiniert wird. Diese Interaktionen
spielen eine groRe Rolle bei solchen zelluldren Prozessen wie Adhé&sion und Migration,
Proliferation, Apoptose und Angiogenese somit auch bei Tumorentstehung, Zell-Invasion und
Metastasierung (Eliceiri, 2001).

Die grofRe Bedeutung der Interaktionen zwischen Integrinen und Wachstumsfaktor-
Rezeptoren wurde in mehreren Studien demonstriert. Beispielweise war eine optimale
Stimulation der Zellen mit EGF (epidermal growth factor), PDGF (platelet-derived growth
factor), VEGF (vascular endothelial growth factor) und Insulin von der Zell-Adhésion
abhangig, die durch Integrine reguliert wurde (Schneller et al., 1997; Woodard et al., 1998;
Soldi et al.,, 1999; Borges et al., 2000). Andererseits, bendtigte eine von Vitronectin
abhéngige Zell-Adhasion und —Migration in manchen Zell-Linien eine vorherige Stimulation
mit IGF-1 oder Insulin (Brooks et al., 1997). Auch an in vivo Modellen konnte demonstriert
werden, dass die oavp5-Integrin-abhéngige Metastasierung von Melanoma-Zellen eine
Stimulation mit IGF-1 bendtigte (Brooks et al., 1997).

Die molekularen Mechanismen der Interaktionen zwischen Integrinen und Wachstumsfaktor-
Rezeptoren sind noch nicht restlos geklart. Offensichtlich kbnnen manche Integrine direkt mit
Wachstumsfaktor-Rezeptoren assoziieren, z.B. avB3 mit PDGF-Rezeptor, VEGF-Rezeptor-2
und mit dem Insulin Rezeptor, a6p1 mit ErB-2-Rezeptor und o634 mit IRS-1 (Falcioni et al.,
1997; Schneller et al., 1997; Borges et al., 2000; Shaw, 2001). Weiterhin konnen
Interaktionen zwischen Integrinen und Wachstumsfaktor-Rezeptoren auch auf der Ebene von
intrazellularen Signal-Molekilen, wie FAK oder Src, stattfinden (Eliceiri, 2001).

Zwei unterschiedliche Mechanismen werden diskutiert, wie Integrine die Signaltransduktion
der Wachstumsfaktor-Rezeptoren regulieren kénnen. Bei einer kollaborativen Aktivierung
wird die lokale Anh&ufung (,,clustering”) von Integrinen und Wachstumsfaktor-Rezeptoren
durch Bindung an Matrixproteine induziert. Der entstandene Komplex rekrutiert verschiedene
Adapter-Proteine und Tyrosinkinasen, wie FAK und Src. Die Simulation der Tyrosin-
Phosphorylierungen des Wachstumsfaktor-Rezeptors und somit die Verstarkung der
Signaltransduktion findet dabei nur statt, wenn der Wachstumsfaktor an seinen Rezeptor
bindet. Als alternativer Mechanismus wird eine direkte Aktivierung von Wachstumsfaktor-
Rezeptoren durch Integrine in der Abwesenheit von Wachstumsfaktoren postuliert. Dabei
wird die Assoziation von Integrinen und Wachstumsfaktor-Rezeptoren durch den Integrin-
Liganden moduliert. Dieser Komplex rekrutiert Tyrosinkinasen (wie z.B. Src und Crk), die
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eine Phosphorylierung des Wachstumsfaktor-Rezeptors induzieren (Yamada & Even-Ram,
2002). Das Phosphorylierungsmuster des Rezeptors unterscheidet sich bei den beiden
Aktivierungs-Mechanismen und erlaubt somit die Koordination und synergetische
Kooperation bei den wichtigen Signaltransduktion-Systemen.

Die Integrin-Signaltransduktion wird dartiber hinaus von den lateralen Interaktionen in der
Zellmembran beeinflul3t. Integrine interagieren mit Membran-Komponenten wie Syndecanen,
Tetraspaninen und Caveolin-1. Tetraspanine, eine Protein-Familie mit vier charakteristischen
Transmembran-Doménen, interagieren direkt mit mehreren Integrinen und stellen die
Verbindung zum PI-3-Kinase-Weg her. Caveolin-1, ein wichtiger Bestandteil der Caveolae
(siehe unten), fungiert als Adapter-Protein fiir die SHC-Rekrutierung und die Aktivierung von
Ras. Auflerdem verknlpft Caveolin-1 Intergrine mit Src-Kinasen (Giancotti & Ruoslahti,
1999; Giancotti, 2000; Woods & Couchman, 2000).

1.3 Insulin-IGF-Familie

Die Insulin-IGF-Familie von Faktoren und entsprechenden Rezeptoren beinhaltet Insulin und
IGF (IGF-1 und IGF-2, insulin-like growth factors 1 and 2) Liganden sowie die
Zelloberflachen-Rezeptoren IR (Insulin Rezeptor), IGF-1R (Insulin-like growth factor 1
receptor), IGF-2R (Insulin-like growth factor 2 receptor) und IRR (Insulin receptor-related
receptor).

IR und IGF-1R gehoren zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren und sind in ihrer Struktur stark
homolog. Beide sind asf,-Heterodimere, die aus jeweils zwei durch Disulfid-Briicken
verbundenen a- und B-Untereinheiten bestehen (Cheatham & Kahn, 1995). Beim IR
existieren zusatzlich zwei Isoformen, die durch alternatives Splicing des Exons 11 entstehen
(IR-A: kein Exon 11; IR-B: mit Exon 11).

Nur wenig ist bekannt Uber IRR. Der Rezeptor ist ebenfalls ein Heterodimer und seine
Tyrosin-Kinase-Doméne ist homolog zu den entsprechenden Domaéanen von IR und IGF-1R.
Im Gegensatz zu den beiden anderen Rezeptoren fehlt IRR die C-terminale Doméne der -
Untereinheiten (Itoh et al., 1993; LeRoith et al., 1995).

IGF-2R ist ein Monomer mit einer groRen extrazellularen Domane und hat keine Funktionen
bei der Signaltransduktion. IGF-2R dient auch als Mannose-6-phosphat (M6P) Rezeptor und
spielt eine Rolle bei der Endozytose und dem intrazelluldren Transport von M6P-markierten
Proteinen; des Weiteren fungiert IGF-2R als Internalisationsrezeptor fur IGF-2 (LeRoith &
Roberts Jr., 2003).
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Die Komplexitat der Insulin-IGF Signaltransduktions-Wege wird noch erhoéht durch die
Bildung von Hybrid-Rezeptoren. Sie entstehen durch Dimerisierung der Insulin- und IGF-1-
Hemirezeptoren in Zellen, die beide Proteine exprimieren. In genetisch manipulierten Zellen
wurden auch Hybride zwischen IR und IRR beschrieben, nur der Nachweis von IGF-1R/IRR
Hybriden ist bisher noch ausgeblieben (LeRoith & Roberts Jr., 2003).

IR bindet hauptsachlich Insulin, dagegen IGF-1 nur mit geringer Affinitat. Zusatzlich fungiert
die IR-A Isoform als Hoch-Affinitat-Rezeptor fur IGF-2. IGF-1R interagiert am starksten mit
IGF-1, aber auch IGF-2 wird mit relativ hoher Affinitat gebunden. Umgekehrt hat IGF-1R nur
eine niedrige Affinitat zu Insulin. Im Vergleich zu den IR und IGF-1R interagiert IGF-2R nur
mit IGF-2. IRR bindet kein Insulin oder IGFs und sein Ligand (oder Liganden) ist immer
noch unbekannt (Abb. 7, A).

Die IGF-1R/IR Hybrid-Rezeptoren behalten ihre hohe Affinitdt zu IGF-1, zeigen aber eine
dramatische Abnahme der Affinitat fur Insulin. Die Affinitdt der Hybrid-Rezeptoren zu
verschiedenen Liganden ist auch von der IR-Isoform abhdngig. IGF-1R/IR-A-Hybrid-
Rezeptor bindet IGF-1, IGF-2 und Insulin. Dagegen hat IGF-1R/IR-B-Hybrid eine hohe
Affinitat fur IGF-1, eine niedriger Affinitat fur IGF-2 und keine messbare fir Insulin (Nakae
et al., 2001; LeRoith & Roberts Jr., 2003) (Abb 7, B).
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Abbildung 7: A - Bindungsaffinitaten von Rezeptoren aus IR-IGF-Familie zu verschiedenen Liganden; B —
Bindungsaffinitdten von Hybrid-Rezeptoren.
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1.3.1 Struktur des Insulin Rezeptors

IR (Insulin Rezeptor) gehdrt zu einer Subfamilie der Tyrosinkinase-Rezeptoren der Klasse Il
(nach Kilassifizierung von Ullrich und Schlessinger (1990)). Derartige Rezeptoren bestehen
aus zwei mit Disulfid-Bricken verbundenen a— und B-Untereinheiten und bilden op,-
Heterodimere. Jede Untereinheit hat eine spezifische Funktion. Die a-Untereinheit, die
komplett extrazelluldr positioniert ist, beinhaltet die Insulinbindungsdoméne (N-Terminus).
Die C-terminale Domane der a-Untereinheit enthélt das Exon 11, das alternativem Splicing
unterliegt. Diese Region spielt auch eine Rolle bei der Liganden-Erkennung und -Bindung
und ist zusatzlich an den kovalenten Interaktionen mit der 3-Untereinheit beteiligt.

Die B-Untereinheit des IR besteht aus einer kurzen extrazellularen Domane, einer
Transmembran-Doméne und einer intrazelluldaren Domane, die eine tyrosin-spezifische
Protein-Kinase enthalt. AulRerdem enthalt die B-Untereinheit eine Juxtamembran-Domane, die
flr die regulére Internalisierung des IR verantwortlich ist, einige ATP-Bindungsstellen und
die C-terminale Domane mit den Serin/Threonin Phosphorylierungsstellen (Cheatham &
Kahn, 1995; Kido et al., 2001) (Abb. 8).

/‘
:: Insulin-Bindungsdomaéane
- - _S_S_
a-Untereinheit <
Exon 13\
~ /® \S‘\ )
( o o Transmembran-Doméane

Juxtamembran-Doméne
ATP Bindungsstelle

B-Untereinheit <

(g Tyrosin Kinase Doméne

K - -4— C-terminale Doméane

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Insulin Rezeptors.
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1.3.2 Insulin Rezeptor Signaltransduktion

Die Bindung von Insulin an seinem Rezeptor bewirkt die Aktivierung der Tyrosin-Kinasen in
den B-Untereinheiten und eine schnelle Autophosphorylierung des Rezeptors. Der aktivierte
IR rekrutiert mehrere Proteine, die durch das Vorhandensein der SH2-Domanen (Src
Homologie 2 Domane) charakterisiert sind. Dazu gehdren unter anderem vier IRS-Proteine
(IRS 1-4, insulin receptor substrate proteins), drei SHC-Proteine (Src-Homology-Collagen)
und Gab-1 (Grb-2 associated binder-1) (Virkamaki et al., 1999; Pessin & Saltiel, 2000; Van
Obberghen et al., 2001).

IRS-Proteine sind cytoplasmatische Adapter-Molekile, die andere Proteine zu den
Zellmembranrezeptoren rekrutieren und somit die Signal-Komplexe organisieren. IRS-1 und
IRS-2 sind ubigitar exprimiert, wobei IRS-3 und IRS-4 nur in bestimmten Geweben
vorkommen. Die wichtigsten Proteine bei der Insulin Signaltransduktion sind IRS-1 und IRS-
2. Die rekrutierten IRS-Proteine werden an mehreren Tyrosin-Resten phosphoryliert und
generieren dadurch mehrere Bindungsstellen fir die anderen SH2-Domaéne-Proteine
(Cheatham & Kahn, 1995; Virkamaki et al., 1999; Saltiel & Pessin, 2002).

MAP-Kinase-Weg

Nach der Insulin Stimulation interagiert IRS-1 unter anderem mit einem Adapter-Protein
Grb-2 (growth factor receptor bound-2). Grb-2 rekrutiert mSOS (mammalian homolog to the
Drosophila son-of-sevenless protein) und dieser Komplex aktiviert Ras, ein GTP-
Bindungsprotein mit GTPase-Aktivitat. Die GTP-gebundene Form von Ras bildet Komplexe
und aktiviert Raf-1 Kinase, die ihrerseits phosphoryliert wird und die MAP-Kinase (mitogen-
activated protein kinase) aktiviert. Uber diesen Signalweg kann Insulin Wachstum und
Differenzierungsprozesse beeinflussen.

Bei einem alternativen Weg, der auch zur Aktivierung der MAP-Kinase fuhrt, wird zunéchst
SHC-Protein direkt zum aktivierten IR rekrutiert. Phosphoryliertes SHC generiert
Bindungsstellen fir Grb-2, das seinerseits mit mSOS interagiert. Der Komplex SHC/Grb-
2/mSOS aktiviert Ras und dadurch ebenfalls die MAP-Kinase (Abb. 7) (Cheatham & Kahn,
1995).

P1-3-Kinase abhangiger Weg
Eines der wichtigsten Proteine, das durch Interaktionen mit IRS-1 aktiviert wird, ist die p85
regulatorische Untereinheit der PI-3-Kinase (phosphatidylinositol-3-kinase). Das Enzym PI-3-
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Kinase katalysiert die Phosphorylierung von PI-4,5-P, (phosphatinositol-4,5-biphospate) an
D-3 Position des Inositol-Rings und generiert P1-3,4,5-P3 (phosphatinositol-3,4,5-triphospate).
Pl (3,4,5)-triphosphate dienen als allosterische Regulatoren von PDK (phosphoinositide-
dependent kinase). PDK ihrerseits phosphoryliert und aktiviert Akt (oder PKB, protein kinase
B) sowie einige Isoformen von PKC (protein kinase C). Pl (3,4,5)-triphosphate regulieren die
Translokation von Akt und PKCs zur Plasmamembran, wo sie von PDK aktiviert werden.
Dieser Signalweg fuhrt zu der insulin-abhangigen Translokation von GLUT-4 (glucose
transport protein) zur Plasmamembran und zur Stimulation der Glukose-Aufnahme in die
Zelle (Pessin & Saltiel, 2000; Kido et al., 2001; Saltiel & Kahn, 2001) (Abb. 9).

Zellmembran

PI-3-Kinase

Translokation von GLUT-4 [ Wachstum und ]
Glucose Transport Differenzierung

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Signaltransduktion des IR (MAP-Kinase-Weg und PI-3-Kinase
abhéngiger Weg).

P1-3-Kinase unabhéngiger Weg
In mehreren Studien wurde gezeigt, dass der PI-3-Kinase-abhéngige Signalweg zwar
notwendig, aber nicht ausreichend ist fur die volle Entfaltung der Insulin-Stimulation des

Glucose-Transports (Bickel, 2002; Saltiel & Pessin, 2003). AuBerdem vermdgen andere
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Rezeptoren, wie PDGF- und EGF-Rezeptoren, ebenso die PI1-3-Kinase zu aktivieren, doch nur
Insulin Ubt einen spezifischen Effekt auf den Glucose-Transport aus. Mehrere Hypothesen
werden diskutiert, um diese Signal-Spezifitdt bei der Insulin-Wirkung zu erkléren, unter
anderem Unterschiede in der Stdrke und Dauer des Signals, kombinatorische Vielfalt der
Signale oder andere spezifische Eigenheiten der Signalwege in insulin-abhéngigen Zellen
(Mastick et al., 1998). Ein anderer potentieller Regulationsmechanismus ist die raumliche
Kompartmentalisierung sowohl bei der Initiierung des Signals an der Oberflache als auch
beim Empfang des Signals im Inneren der Zelle. Nach diesem Mechanismus sollen die
Signal-Molekdle durch spezialisierte Struktur-, Anker- und Adapter-Proteine in spezifische
zelluldre Kompartimente segregiert werden (Pawson & Scott, 1997). Plattformen einer
solchen raumlichen Organisation in der Plasmamembran sind ,,Lipid Rafts“ und Caveolae.
,Lipid Rafts* sind Mikrodomdnen in der Plasmamembran, die mit Glycolipiden,
Sphingolipiden und Cholesterin angereichert sind (Binder et al., 2003; Rajendran & Simons,
2005). Eine der Unterstrukturen von ,,Lipid Rafts* sind Caveolae, kleine Invaginationen in
der Plasmamembran, die zusatzlich hohe Konzentrationen der Sturkturproteine Caveolin-1
und -2 enthalten. Caveoline und Caveolae sind in mehreren zelluldren Prozessen, wie
vesikulérer Transport, Cholesterin-Homeostase und Signaltransduktion, involviert. Viele
Signal-Molekile wurden in Caveolae nachgewiesen, einschlieBlich der Familie von Src
Tyrosinkinasen, G Protein-gebundene Rezeptoren, Elemente der Ras-MAP-Kinase Kaskade,
NOS (nitric oxide synthase), PKCs und verschiedene Tyrosinkinase-Rezeptoren. Caveolin-1
dient nicht nur als Struktur-Protein, sondern greift aktiv in Signaltransduktion ein und zwar
als Inhibitor oder aber als Verstarker (Cohen et al., 2003; Ishikawa et al., 2005).
Interessanterweise fungiert Caveolin-1 normalerweise als Inhibitor von Signalprozessen und
nur beim IR konnte eine stimulierende Wirkung des Caveolins-1 nachgewiesen werden
(Yamamoto et al., 1998).

Die Membranlokalisation des IR wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Mehrere Studien
zeigen, dass IR stark in den Caveolae angereichert ist (Smith et al., 1998; Gustavsson et al.,
1999; Parpal et al., 2001). Auch physische Interaktionen zwischen Caveolin und IR, sowie die
insulin-spezifische Phosphorylierung des Caveolins-1 durch IR sind berichtet worden
(Yamamoto et al., 1998; Nystrom et al., 1999; Kimura et al., 2002). Im Gegensatz dazu
konnten andere Gruppen IR nicht in den Caveolae nachweisen (Souto et al., 2003; Gonzalez
et al., 2004). Zur Losung dieses Widerspruchs wurde, neben direkten Interaktionen zwischen

IR und Caveolin-1, folgender Mechanismus fiir die Regulation der Insulin-Signaltransduktion
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durch Caveolin 1 vorgeschlagen: Insulin stimuliert die Phosphorylierung eines weiteren IR-
Substrats, dem Proto-Onkogen c¢-Cbl (Casitas B lineage lymphoma). Fir die
Phosphorylierung von Cbl ist die Rekrutierung der Adapter-Proteine APS und CAP (Cbl-
associated protein) notwendig (Abb. 10, A). Nach Cbl Phosphorylierung dissoziiert der CAP-
Cbl-Komplex vom IR und assoziiert mit einem hydrophoben Protein aus ,,Lipid Rafts*
Flotillin. Es wird weiterhin vermutet, dass phosphoryliertes Cbl die Kinase Fyn, die in
Caveolae lokalisiert ist, aktiviert. Aktiviertes Fyn soll fir die insulin-abhéngige Tyrosin-
Phosphorylierung des Caveolins verantwortlich sein (Mastick et al., 1995; Ishikawa et al.,
2005) (Abb. 10, B). Phosphoryliertes Cbl rekrutiert ein SH2-Domane Adapter-Protein Crk 11
und C3G (GTPase exchange factor) zu ,,Lipid Rafts“. Dadurch wird ein Mitglied der Familie
von Rho GTPasen, TC10, aktiviert. Die Aktivierung von TC10 flhrt zur Stimulation des
Glukose-Transports unabhangig von den Aktivierung der PI-3-Kinase (Saltiel & Pessin, 2003;
Ishikawa et al., 2005) (Abb. 10, C).

IR I I
Caveolae I I Caveolae
Flotillin
Flotillin [

Caveolin

A B C

Abbildung 10: Schematische Darstellung der IR Signaltransduktion (P1-3-Kinase-unabhéngiger Weg);

A — Aktiviertes IR rekrutiert Cbl (zusammen mit Adapter-Proteinen APS und CAP) und phosphoryliert Cbl;
B — Der Cbl-APS-CAP Komplex dissoziiert von IR und assoziiert mit Flotillin sowie Protein-Kinase Fyn;
C — Phosphoryliertes Cbl rekrutiert Crk und C3G, was zur Aktivierung von TC10 fiihrt.

Zusammenfassend ist unbestreitbar, dass Caveolin-1 und Caveolae eine wichtige Rolle bei der
Regulation des Glucose-Metabolismus spielen. Entscheidend fir die Stabilisierung des IR und
fir den Schutz gegen Degradation sind direkte Interaktionen zwischen IR und Caveolin-1.
Trotz dieser Befunde bleiben jedoch noch viele Fragen beziiglich der Rolle des Caveolin-1
bei der Insulin-Signaltransduktion offen. So ist die Funktion der insulin-abhéngigen
Phosphorylierung des Caveolin-1 noch ebenso ungeklart, wie die genaue Rolle von Caveolin-
1 bei der Translokation von GLUT4-Proteinen. Auch die klinische Relevanz der Beteiligung
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von Caveolin-1 an der Insulin-Signalkette muss noch evaluiert werden (Cohen et al., 2003;
Ishikawa et al., 2005).

1.4 Protein-Kinase C

Die Protein-Kinase C-Familie (PKC) représentiert spezifische Serin-Threonin-Kinasen, die
eine zentrale Rolle in der zellularen Signaltransduktion spielen und an einer Vielzahl
physiologischer Prozesse, wie Wachstum, Differenzierung, Apoptose, Signaltransduktion und
Tumorgenese beteiligt sind (Kanashiro & Khalil, 1998; Miranti et al., 1999).

Die PKC-Familie, die aus mindestens 11 Isoenzymen besteht, wird entsprechend deren
Struktur und Abhangigkeit von Cofaktoren in drei Gruppen unterteilt. Die konventionellen
PKCs (cPKC: a, Bl, BII, y) sind Ca®*-abhangig und werden von DAG (Diacylglycerin) und
Phorbolestern, die funktionelle Analoge von DAG darstellen, aktiviert. Die neuen PKCs
(NPKC: 8, €, 1, 6) werden ebenfalls von DAG oder Phorbolestern aktiviert, sind aber Ca?*-
unabhéngig. Die dritte Gruppe, die atypischen PKCs (aPKC: ¢, A, 1), sind Ca**-unabhéngig
und reagieren weder auf DAG noch auf Phorbolester (Gschwendt, 1999).

PKC Isoenzyme werden in gewebe-spezifischen Mustern exprimiert, haben Uberwiegend
unterschiedliche Substrate und konnen in verschiedenen subzellularen Kompartimenten
lokalisiert sein. AuBerdem werden zelluldre Prozesse von PKC Isoenzymen auf
unterschiedliche, sogar manchmal auf antagonistische Weise beeinflusst. So fiihrt z.B. die
Uberexpression von PKCo zu einer Stimulation des Zellwachstums, Veranderung der
Zellmorphologie und Progression von Tumorgenese. Im Gegensatz dazu retardiert PKCd das
Wachstum und begunstigt die Zell-Differenzierung (Housey et al., 1988; Mischak et al.,
1993).

1.4.1 PKC in der Haut

Untersuchungen mit murinen und humanen Keratinozyten in vitro zeigten, dass ihr Wachstum
und Differenzierung durch extrazelluldre Calcium Konzentration und durch die Zell-Dichte
reguliert werden konnen (Denning et al., 1995; Li et al., 1995; Bikle et al., 2001). Diese
Studien dienten als Grundstein fiir das Konzept, dass PKCa, als klassische, Calcium-sensitive
Isoform, eine wichtige Rolle bei der Regulation der Haut-Differenzierung spielt. Auch andere
PKC-Isoformen, wie PKC 8, n, € und £, wurden in Keratinozyten nachgewiesen. Die PKC
Isoformen konnen sowohl in basalen als auch in differenzierenden Keratinozyten

nachgewiesen werden, unterscheiden sich jedoch in der subzelluldren Lokalisation. Die neuen
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Studien demonstrierten die spezifischen Funktionen von PKC Isoformen in den Signalwegen,
die Proliferation und Differenzierung in der Epidermis regulieren (Denning et al., 1995; Ohba
etal., 1998; Shen et al., 2001; Li et al., 2002).

1.4.2 PKC und Insulin-Signaltransduktion

Die Mitglieder der PKC-Familie zdhlen zu den wichtigsten Elementen der Insulin-
Signaltransduktion, die sowohl an der Weiterleitung als auch an der Modulation der Signale
beteiligt sind (Braiman et al., 1999; Braiman et al., 2001; Pillay et al., 2004; Rosenzweig et
al., 2004). Wie bereits erwahnt, zeichnen sich auch hierbei PKC-Isoenzyme durch
unterschiedliche Aktivierungsmuster und Wirkungsmechanismen aus.

Einige PKC-Isoenzyme, wie z.B. a, BI, BIl und ¢, werden von Insulin durch den PI-3-
Kinase-abhangigen Signalweg aktiviert (Braiman et al., 1999). Diese Enzyme sind fahig den
Insulin Rezeptor, sowie IRS-1, an Serin-Resten zu phosphorylieren, wodurch deren Aktivitat
inhibiert wird, und dienen somit als negative Regulatoren der Insulin-Signaltransduktion
(Kellerer et al., 1998; Pillay et al., 2004; Zick, 2004; Oriente et al., 2005).

Im Gegensatz dazu erfolgt die insulin-abhéangige Stimulation von PKCS vollig unabhéngig
von PI-3-Kinase. Diese Stimulation von PKC3 ist mit der Phosphorylierung definierter
Tyrosinreste verknlpft und moduliert die PKC3-Aktivitdt fur bestimmte Substrate
(Gschwendt, 1999). Neben den anderen Proteinen vermag auch der Insulin Rezeptor PKC$ zu
phosphorylieren und dadurch dessen Aktivitat zu stimulieren (Li et al., 1994; Braiman et al.,
2001). Im Gegenzug phosphoryliert PKCd den Insulin Rezeptor an Serin-Resten, was zu der
Termination des Signals beitragt und die Internalisierung des Rezeptors initiiert (Braiman et
al., 2001).

1.4.3 PKC und Integrine

Die PKC-Isoenzyme spielen aulerdem eine Schllssel-Rolle bei den Integrin-Funktionen
sowohl hinsichtlich der Adhasion als auch der Signaltransduktion. Die Aktivierung von PKCs
beeinflusst die Bindung von Integrinen zu ihren Liganden und damit Adhasion, Migration und
Verteilung von Zellen an bestimmten ECM, wobei alle diese Effekte durch spezifische PKC-
Inhibitoren blockiert werden kdnnen (Vuorio & Ruoslahti, 1993; Chun & Jacobson, 1993).
PKCs konnen die Zell-Adhé&sion beeinflussen indem sie die Bildung von Fokalkontakten
steuern und Interaktionen zwischen Integrinen und dem Cytoskelett regulieren (Defilippi et
al., 1999; Disatnik & Rando, 1999; Besson et al., 2002).
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Eine indirekte Stimulation von PKCs Uber Aktivierung von PI-3-Kinase als Reaktion auf eine
Integrin-Aktivierung wurde sowohl bei der ,Inside-Out* als auch bei der ,,Outside-In“
Signaltransduktion nachgewiesen (Kolanus & Seed, 1997). Auch bei der Regulation des
durch Integrine aktivierenden MAPK-Signalweges sind PKCs maligeblich beteiligt (Miranti
et al., 1999). Allerdings haben PKC-Isoenzyme bei Interaktionen mit Integrinen
unterschiedliche Wirkungen auf integrin-regulierende Prozesse. Beispielsweise phospho-
ryliert PKCS die pB4-Untereinheit des a6p4-Integrins an Serin-Resten und diese
Phosphorylierung fiihrt zu einer Verminderung von a6p4 in Hemidesmosomen und reduziert
dadurch die Zell-Adhéasion an Laminin. PKCa hingegen stabilisiert die 634 in Hemidesmo-
somen und erhoht die Adhdsion an Laminin (Alt et al., 2001; Alt et al., 2004).

Zusammenfassend stellen PKC-lsoenzyme ein wichtiges Bindeglied bei den Interaktionen

zwischen Integrinen, Wachstumsfaktor-Rezeptoren und anderen Signal-Elementen dar.

1.5 HaCaT als Modellsystem

Die spontan immortalisierte, humane Keratinozyten-Linie HaCaT wurde ausgehend von einer
normalen Primarkultur menschlicher Epidermiszellen etabliert. Die entsprechende
Gewebeprobe stammte aus direkter Nachbarschaft eines Melanoms eines 62-jahrigen
mannlichen Patienten (Boukamp et al., 1988). Die Keratinozyten wurden zun&chst in Medium
mit niedrigem Calciumgehalt (0,2 mM) Kkultiviert, was die terminale Differenzierung
reduzierte (Breitkreutz et al., 1984; Breitkreutz et al., 1993; Li et al., 1995). AuRBerdem wurde
die Kultivierungstemperatur anfangs auf 38,5°C erhoht, was ein Anstieg der Proliferation zur
Folge hatte. Dem entsprechend erhielt die generierte Zell-Linie den Namen HaCaT (Human,
adult, niedrig Ca®*, erhdhte Temperatur).

Die Hauptursache fur die Immortalisierung der HaCaT-Zellen war héchst wahrscheinlich die
genetische Instabilitat verursacht durch die UV-spezifischen Mutationen in beiden Allelen des
Tumorsupressor-Gens p53, was zur Inaktivierung der Suppressorfunktion von p53 filhrte
(Lehman et al., 1993). Die erhohte Kultivierungstemperatur verursachte vermutlich eine
Zunahme nicht-reparierter DNA-Schaden und chromosomaler Aberrationen, was sich durch
das Auftreten charakteristischer Markerchromosomen in HaCaT manifestierte (Lehmann et
al., 1993).

In dieser Arbeit wurde der HaCaT-Subklon 6 (HaCaT KG6) verwendet, eine hochgradig
differenzierende HaCaT-Variante. Sie stammt aus einer Population von Standard-HaCaT-

Zellen, die in der zehnten Passage kloniert und in der 16. Passage rekloniert wurden.
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Trotz ihrer genetischen Veranderungen haben HaCaT-Keratinozyten viele morphologische
und biochemische Kriterien mit normalen Epidermiszellen gemeinsam (Ryle et al., 1989;
Breitkreutz et al., 1993; Breitkreutz et al., 1998). In unserer Arbeitsgruppe wurden durch
Klonierung oder Transfektion (z.B. mutiertes Ha-ras) viele Varianten der urspringlichen
Standard-HaCaT-Zellen etabliert, die verschiedene Grade der Tumorigenitat aufweisen und
somit sehr gut fir Studien der Haut-Carcinogenese geeignet sind (Abb. 11).

HaCaT Zellen bilden in organotypischen Kokulturen ein mehrschichtiges, differenziertes
Epithel, dessen Aufbau Uberwiegend dem der normalen Epidermis entspricht. Die
Epithelentwicklung erfolgt im Vergleich zu normalen Keratinozyten verzgert und die
terminale Differenzierung wird in vitro nicht komplett abgeschlossen, was zu der Ausbildung
eines parakeratotischen Stratum corneum fuhrt (Baur, 1995; Steinstrasser et al., 1997;
Schoop et al., 1999; Boelsma et al., 1999). Eine fast vollstandige Normalisierung findet
anderseits unter geeignetem mesenchymalem Einfluss statt, das hei3t nach Transplantation

von HaCaT-Zellen auf die immun-supprimierten Nacktmause (Breitkreutz et al., 1998).

p53 Mutation Transfektion mit Passagieren
ras-Onkogen in vivo

normaler immortale
Keratinozyt Zelle (HaCaT) - -

Klonierung in 10. Passage

Reklonierung in 16. Passage

HaCaT

Subklon 6

Abbildung 11: HaCaT-Modell der epidermalen Tumor-Progression.
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2 Zielsetzung
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Bei der Entstehung von chronischen dermatologischen Komplikationen in Diabetes, die u.a.
mit einem erhohten Risiko flir Haut-Krebs assoziiert sind, spielen nicht nur Metabolismus und
inflammatorische Prozesse sondern auch Insulin Signaltransduktion eine bedeutende Rolle.
Eines der Schliisselelemente im Insulin Signalweg ist Insulin Rezeptor (IR), dessen Rolle in
der Epidermis noch nicht vollig geklart ist. IR aktiviert mehrere wichtige
Signaltransduktionsketten, wie beispielsweise den MAP-Kinase- oder PI-3-Kinase Weg.
Kritisch fir Insulin Signaltransduktion ist die raumliche Organisation von IR-Molekilen in
der Zell-Membran, das heil3t ihre Segregation in spezifische Membran-Domanen wie ,,Lipid
Rafts“. AuRerdem kann IR mit Zellmatrix-Rezeptoren vornehmlich den Integrinen, die eine
grolRe Rolle bei der Epidermis-Organisation spielen, interagieren. Diese Interaktionen kénnen
sowohl auf der Membran-Ebene als auch auf der Ebene von den nachgeordneten Signal-
Elementen erfolgen.
Ziel dieser Arbeit war, die Rolle der Insulin Signaltransduktion in epidermalen Keratinozyten
sowie deren mogliche Bedeutung bei der Tumorentstehung aufzuklaren. Dabei sollte die
Funktion von Insulin Rezeptor und IGF-1 Rezeptor bei der Regulation solcher zelluldrer
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Migration sowie Zell-Matrix Interaktionen
untersucht werden. Hierfiir wurde in der humane, immortale Keratinozyten-Linie HaCaT, als
Paradigma fur normale Zellen, die Expression von den beiden Rezeptoren mittels siRNA-
Technik weitgehend supprimiert. Folgende Aspekte sollten dabei im Einzelnen bearbeitet
werden:
1. Etablierung der siRNA-Methode in HaCaT-Keratinozyten, Suche nach geeigneten
siRNA-Sequenzen und Optimierung der Suppression.
2. Einfluss der transienten IR- und IGF-1R-Suppression auf Proliferation, Apoptose und
Differenzierung von HaCaT-Zellen in konventionellen 2D Kulturen.
3. Generation von stabilen IR-,Knock Down“ Zell-Klonen fiir Langzeit-
Untersuchungen.
4. Einfluss der stabilen IR-Suppression auf die Expressionsmuster anderer Genen und
das Verhalten von HaCaT-Zellen in 2D Kulturen.
5. Effekte der IR-Suppression auf Wachstum und Differenzierung in 3D organotypischen
Kokulturen.
6. Analyse physischer Interaktionen zwischen IR und anderen Membran-Proteinen.

7. Einfluss der IR-Suppression auf Dynamik von ,,Lipid Rafts".
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3 Material und Methoden
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3.1 Zellkultivierung

Die verschiedenen Zell-Linien wurden im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C, 5 % CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit in 6, 10 oder 15 cm Zellkulturschalen (Falcon, Becton Dickinson) kultiviert.
Routinemalig wurde als Standardmedium DMEM mit 10 % FCS (siehe Tabelle 2) eingesetzt,
der Medienwechsel erfolgte dreimal wochentlich.

3.1.1 Medien und Lésungen

Tabelle 2: Verwendete Standardmedien

Medium Zusammensetzung Hersteller
DMEM Dulbecco’s MEM Medium Cambrex
10 % FCS Biochrom
1 % Penicillin/Streptomycin Biochrom
DMEM Dulbecco’s MEM Medium Cambrex
Selektionsmedium | 10 % FCS Biochrom
1 % Penicillin/Streptomycin Biochrom
0,6 mg/ml G418 PAA
DMEM fir OTKs | Dulbecco’s MEM Medium Cambrex
10 % FCS Biochrom
1 % Penicillin/Streptomycin Biochrom
50 pg/ml Ascorbinsdure Sigma
KGM?2 Keratinocytes Growth Medium 2 PromoCell
1% FCS Biochrom
1% BSA Sigma
KGM2 Keratinocytes Growth Medium 2 PromoCell
Selektionsmedium | 1 % FCS Biochrom
1% BSA Sigma
0,6 mg/ml G418 PAA
Einfriermedium |70 % DMEM Cambrex
20 % FCS Biochrom
10 % Glycerin Merck
Tabelle 3: Lésungen und Zusétze
Losung Zusammensetzung Hersteller
Ascorbinsdure 50 pg/mi Sigma
Phenolrot 0,5 % in PBS Biochrom
EDTA 0,05 % in PBS-, 1 ug/ml Phenolrot Serva
Trypsin 0,1 % in PBS-, 1 ug/ml Phenolrot Boehringer MA
FCS Biochrom
Hank’s Mit 8 mg/ml Phenolrot, ohne NaHCO3; | Seromed
PBS- PBS ohne Ca”* und Mg** Serva
PBS+ PBS mit Ca”* und Mg** Serva
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3.1.2 Verwendete Zellen
3.1.2.1 HaCaT-Keratinozyten

Die spontan immortalisierte humane Keratinozyten-Zell-Linie HaCaT (Human, adult, niedrig
Calcium, hohe Temperatur) war in unserer vormaligen Abteilung ,,Differenzierung und
Carcinogenese* (Norbert E. Fusenig) aus einer normalen Primarkultur menschlicher
Epidermiszellen generiert worden. Das priméare Zellisolat stammte aus direkter Nachbarschaft
eines Melanoms eines 62-jahrigen mannlichen Patienten (Boukamp et al., 1988). Bei dem in
dieser Arbeit verwendeten HaCaT Klon 6, im Folgenden kurz als HaCaT K6 bezeichnet,
handelt es sich um eine hochgradig differenzierende HaCaT-Variante. Sie stammt aus einer
»Standard“-HaCaT-Population, die in der 10. Passage kloniert und in der 16. Passage

rekloniert wurde. HaCaT K6-Zellen wurden in dieser Arbeit in den Passagen 9-25 verwendet.

3.1.2.2 Primare humane Fibroblasten

Primére Human-Fibroblasten wurden aus dermalen Hautanteilen isoliert, die nach der
Keratinozyten-Isolierung tibrig blieben. Das Gewebe wurde in 0,1 cm? groRe Stiicke zerteilt,
auf eine Zellkulturschale gesetzt und nach dem Anheften mit DMEM (20 % FCS)
uberschichtet. Der Mediumwechsel erfolgte alle 4 Tage. Die Fibroblasten wuchsen innerhalb
von 2 bis 3 Wochen aus den Explantaten aus. Sobald die Kulturen konfluent waren, wurden
die Fibroblasten von den Schalen abtrypsiniert. In Medium suspendierte Fibroblasten wurden
in einer Dichte von 6x 10%cm? ausgesét und {ber einen Zeitraum von 7 bis 14 Tagen weiter
vermehrt. Nach erneuter Trypsinierung wurden sie in Passage 3 eingefroren (1x 10%ml) und
nach Rekultivierung in den hier vorgenommenen Experimenten bis zur Passage 9 eingesetzt
(Smola et al., 1993).

3.1.2.3 Passagierung der Zellen

Fur die Passagierung konfluenter HaCaT-Keratinozyten wurden die Zellen zunéchst kurz mit
EDTA gespiilt um das restliche Medium zu entfernen, anschlieend 10 bis 20 min mit EDTA
bei 37°C im Brutschrank inkubiert um Calcium-abhangige Zellkontakte zu I6sen. Durch die
anschlieRende Trypsin-EDTA-Behandlung (im Verhéltnis 1:1) wurden die Zellen von der
Oberflache der Kulturschale abgeldst und durch vorsichtiges wiederholtes Pipettieren in eine
Einzelzellsuspension Uberfiihrt. Nach dem Abstoppen der Trypsin-EDTA-Reaktion durch
Zugabe von serumhaltigem Medium wurde die Zellzahl mittels eines CASY-Zellzahlgerates
(Scharfe Systems) bestimmt. Nach Abzentrifugieren (250 g, 5 min, Laborfuge 400, Heraeus)
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und vorsichtigem Abziehen des Uberstandes erfolgte die Aussaat der passagierten Zellen in
einer Dichte von 1x 10* Zellen pro cm?.

Primdre Fibroblasten wurden mit EDTA gespult, 3 min mit Trypsin behandelt, wie
beschrieben suspendiert und in einer Zelldichte von 1x 10° pro cm? ausgesét.

Tabelle 4: Standardkultivierung der Zellen

Zelltyp Medium Serum Passagieren

HaCaT K6 DMEM 10 % FCS 1:10, alle 10 Tage
HaCaT K6 DMEM 10 % FCS 1:10, alle 10-15 Tage
transfiziert

HaCaT K6 KGM2 1% FCS 1:10, alle 10 Tage
HaCaT K6 KGM2 1% FCS 1:10, alle 10-15 Tage
transfiziert

Fibroblasten DMEM 10 % FCS 1:4, alle 7 Tage

3.1.2.4 Einfrieren von Zellen

Die Langzeitlagerung von Zellen erfolgte nach Kryokonservierung in der Gasphase von
fliissigem Stickstoff (-160°C). Fir die Kryokonservierung wurden die Zellen trypsiniert,
gezéhlt (siehe 3.1.2.3) und abzentrifugiert (250 g, 5 min, Laborfuge 400, Heraeus). Das
Uberstandsmedium wurde entfernt und die Zellen wurden im Einfriermedium (DMEM mit
Zusatz von 10 % Glycerin und 20 % FCS) in einer Endkonzentration von 2x 10° Zellen/ml
aufgenommen. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde in Einfrierréhrchen mit
Schraubdeckel abgefillt, mindestens eine Stunde bei 4°C abgekihlt und danach im
Einfrierautomaten (Nunc) mit festgelegter Abkuhlrate von 1°C/min eingefroren.

Das Auftauen erfolgte bei 37°C im Brutschrank. Die aufgetauten Zellen wurden sofort in
einer 10 cm-Schale mit Medium ausgesat und der erste Mediumwechsel erfolgte nach 24 h

um abgestorbene Zellen zu entfernen.

3.1.2.5 Test auf Mykoplasmenkontamination

Alle hier verwendeten Zell-Linien wurden standardmaBig auf Kontamination mit
Mykoplasmen untersucht. Hierzu wurden die Zellen fiir zwei Passagen in antibiotika-freiem
Medium kultiviert und anschlieRend in Kulturschalen auf Objekttrager ausgesat. Nachdem die
Zellen 70 bis 80 % Konfluenz erreicht hatten, wurde das Medium abgenommen, die Zellen
mit PBS gewaschen und fur 15 min in frischer Carnoy-Ldsung fixiert (Methanol + Eisessig
im Verhéltnis 3:1). Die luftgetrockneten Zellen wurden mit DNA-Farbstoff Bisbenzimid
(Hoechst, 20 pg/ml in PBS mit 0,1 % BSA) fur 30 min im Dunkeln gefarbt. Nach

dreimaligem Waschen in deionisiertem Wasser wurden die geférbten Zellen in Permafluor
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(Immunotech)  eingebettet, mit einem  Deckglas versehen und im UV-
Epifluoreszenzmikroskop (Leica DM-R) auf positive DNA-Farbung im Zytoplasma
analysiert.

3.1.3 Herstellung von in vitro-Hautaquivalenten

Organotypische Kokulturen (OTK) sind in vitro-Kultursysteme, die in Aufbau und Funktion
Organen oder komplexen Geweben nachempfunden sind. Fir in vitro-Hautédquivalente
werden Fibroblasten in eine Kollagenmatrix eingebettet, auf der epitheliale Zellen

luftexponiert wachsen und ein mehrschichtiges Epithel ausbilden kénnen.

3.1.3.1 Isolierung von Kollagen fiir die Gele der organotypischen Kokultur

Als Ausgangsmaterial zur Isolierung des Kollagens fir organotypische Kokultur wurden
Rattenschwaénze verwendet, die vom Tierlabor des DKFZ zur Verfligung gestellt wurden. Die
bei —20°C konservierten Rattenschwénze wurden nach dem Auftauen zunéchst in 70 %
Ethanol desinfiziert. Nach mehrmaligem Spulen in destilliertem Wasser wurde die Haut der
Rattenschwénze eingeschnitten und abgezogen. Die gehduteten Schwénze wurden mit Hilfe
von zwei Klammern in Kleinere Segmente gebrochen, die iberwiegend aus Kollagen Typ |
bestehenden Sehnen frei prdpariert und in einem mit sterilem PBS geflllten Gefal
gesammelt. Die restlichen Gewebsanteile wie Blutgefdle und Nervenscheiden wurden
vorsichtig entfernt und die Sehnenstrdnge auf Filterpapier getrocknet. Die getrockneten
Kollagenfasern wurden gewogen, in der 100-fachen Menge steriler 0,1 %iger Essigsdure
(Riedel-de Haen) aufgenommen und bei 4°C bis zur Auflésung des Kollagens gerihrt. Die
unléslichen Bestandteile wurden bei 10000 g fiir 30 min abzentrifugiert und der Uberstand
aus gelostem Kollagen in sterilen GefaRen lyophilisiert (Refrig, Fa. Schrader, Friedland). Zur
Herstellung der Gebrauchslésung von Kollagen wurde das Trockengewicht des Lyophilisates
mit 0,1 % Essigsaure in einer Endkonzentration von 4 mg/ml gel6st. Die Lagerung der

Kollagenlosung erfolgte bei 4°C.

3.1.3.2 Standardprotokoll fir organotypische Kokulturen (OTK)

Die Fibroblasten wurden trypsiniert, abzentrifugiert und in einer Dichte von 2x 10° Zellen/ml
in FCS aufgenommen. 8 Teile Kollagen und 1 Teil 10x Hank’s (mit Phenolrot als Indikator)
wurden auf Eis zusammen pipettiert und das Gemisch mit NaOH bis zum Umschlagpunkt des

Indikators neutralisiert. Die Zellsuspension wurde mit der neutralisierten Kollagenlésung
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vorsichtig vermischt und luftblasenfrei in Volumina von jeweils 2,5 ml in Filterinserts
pipettiert.

Die Filterinserts (3 um Porengrof3e, Becton Dickenson) wurden ihrerseits in spezielle 6-well
Platten (Deep-Well-Plates, BioCoat, Becton Dickenson) eingesetzt. Die Platten wurden zum
Ausgelieren 1 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert und auf die festen Kollagengele wurden
sterile Glasringe mit einem Innendurchmesser von 18 mm aufgesetzt. Nach weiteren 15 min
Inkubation bei 37°C waren die Gele durch das Gewicht der Ringe komprimiert und die
ausgetretene Flussigkeit wurde abgesaugt. AnschlieBend wurde in die Vertiefungen der 6-
Well-Platten und die Filterinserts so viel Medium (DMEM + 50 pg/ml Askorbinséure)
gegeben, dass die Gele vollstandig bedeckt waren. 24 h spater wurde das Medium innerhalb
der Glasringe abgesaugt und durch die epitheliale Zellsuspension (1x 10° Zellen/Well) ersetzt.
Nach weiteren 24 h wurde das Medium Uber den Zellen vorsichtig abgesaugt, die Glasringe
entfernt und frisches Medium bis zur Hohe des Filterinserts zugegeben (ca. 10ml
Endvolumen). Dieser Zeitpunkt, von dem an die Zellen luftexponiert kultiviert wurden,
entsprach nach Konvention dem Tag 0 der organotypischen Kokultur. Wéhrend der Laufzeit
der OTK’s wurde das Medium (DMEM + 50 pg/ml Askorbinséure) alle 2 Tage gewechselt.
Dabei sollte der Mediumspiegel der Unterseite des Filterinserts gerade beriihren. Die Kulturen
wurden im Zeitraum zwischen Tag 7 und 21 entnommen und nachfolgend fur die Histologie

bzw. flr Gefrierschnitte weiterpréapariert.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Kollagengels

Bestandteil Zusammensetzung Herkunft
Kollagen-Ldsung 80 % Rattenschwanze
Hank’s Losung (10x konzentriert) 10 % Biochrom
NaOH (5M) Etwa 150 pl J. T. Baker

FCS mit Zellen 10%  |emmeeeee-

3.2 ,,Knock down* von Insulin Rezeptor und IGF-1 Rezeptor mit
der siRNA-Methode

Die siRNA-Methode ist eine der neusten Methoden fir eine gezielte Suppression der
spezifischen Gene, die sich auf dem zelluldaren Phanomen der RNA Interference (RNAI)
basiert. RNAI ist eine sequenz-spezifische post-transkriptionelle Gen-Suppression, bei der die
doppelstrangigen dsRNA-Molekiile (double-strand RNA) als ein Signal fir die Degradation
der homologen mRNA benutzt werden (Sharp, 2001; Hannon, 2002; Persengiev et al., 2004).
Allerdings flhrt die Applikation langer dSRNA-Molekiile in Saugertier-Zellen zu einer nicht-
spezifischen Suppression der Gen-Expression. Deswegen werden fur die gezielte Suppression
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von Genen in Saugertier-Zellen kurz-kettige (21-25 nt lang) dsRNAs, die als ,,small
interfering RNA" (siRNA) bezeichnet werden, verwendet. siRNAs binden an ,,ihre*
komplementare mRNAs und dienen somit als ,,Primer” fir die Aktivierung eines Enzym-
Komplex (RISC, RNA-induced silencing complex), der zur Degradation von entsprechenden
MRNAs fuhrt (Holen et al., 2002).

3.2.1 Design von Insulin Rezeptor (IR) und IGF-1 Rezeptor (IGF-1R)
SIRNA

Als Grundlage fur das Design von IR und IGF-1R siRNA diente die entsprechende Internet

Seite der Firma Qiagen (http://sirna.quiagen.com). Dieses Software-Programm ermittelt

siRNA Sequenzen mit 21 Basenpaaren basierend auf dem elektronischen Zugriff auf das
interessierende Gen (NCBI Datenbank: IGF-1R - NM_00875 und IR - NM_000208). Dabei
werden folgende Kriterien fiir die Ermittlung der siRNA berticksichtigt:

1. Die Ziel-Sequenz sollte mit zwei Adenin-Basen (AA) beginnen;

2. Der Gehalt an Guanin-Cytosin (GC) Basen sollte nicht 50 % uberschreiten;

3. Mehr als drei Guanine oder Cytosine in Reihe sollten vermieden werden;

4. Die Ziel-Sequenz sollte nicht mehr als vier Thymine oder Adenine pro Einzelstrang
besitzen, da poly(T)-Nukleotid-Reihen als Terminationssignal fir RNA Polymerase Il
dienen.

Die Suche mit Qiagen-Programm lieferte fur IGF-1R 120 und fiir IR 200 Sequenzen, die den
genannten Kriterien entsprachen. Um zu gewadbhrleisten, dass die gefundenen Sequenzen keine
Homologie zu anderen Genen aufwiesen, wurden sie mit dem menschlichen Genom
verglichen (Nukleotid-Nukleotid Blast Programm, NCBI). Nach diesem Vergleich zeigten 45
Sequenzen fir IR und 32 Sequenzen fiir IGF-1R keine weitere Homologie im Human-Genom.
Aus diesen Sequenzen wurden je 10 Sequenzen pro Gen, die am Anfang, in der Mitte und am

Ende der Zielgene lagen, nach dem Zufallsprinzip ausgewéhlt und hergestellt.

3.2.2 Herstellung von IR und IGF-1R siRNA

Die siRNA Oligonucleotide wurden mit Hilfe des ,,Silencer siRNA Construction Kits*
(Ambion) hergestellt. Im ersten Schritt wurden zwei DNA Oligonukleotide synthetisiert.
Diese 29 nt langen Matrizen bestanden aus einer 21 nt langen Region, die flr siRNA kodierte,
und einem 8 nt langen Abschnitt, komplementdr zum T7 Promotor Primer. In separaten
Reaktionen wurden 2 Matrizen-Oligonukleotide mit dem T7 Promotor Primer hybridisiert und

die 3° Enden mit dem Klenow-Fragment der DNA Polymerase verlangert, sodass doppel-
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strangige siRNA Transkriptionsmatrizen entstanden. Die ,sense” und ,antisense” siRNA
Matrizen wurden mit Hilfe der T7 RNA Polymerase transkribiert. AnschlieBend wurden die
hergestellten RNA Transkripte hybridisiert um doppel-strdngige (ds) RNAs zu produzieren.
Nach Behandlung der dsRNA mit einer Ribonuclease entstanden doppel-strdngigen siRNAs
mit UU Dinukleotid-Uberhingen (Abb. 12). Die siRNA Konzentration wurde spektrometrisch
(GeneQuant pro RNA/DNA Calculator, Pharmacia Biotech) bestimmt.

Design von DNA
8nt Oligonukleotid-Matrizen 8nt

Primer Ziel-Sequenz Primer Ziel-Sequenz
LLiinl Liiinl

Sense siRNA Oligonukleotid Matrize Antisense siRNA Oligonukleotid Matrize

l Annealing von Matrizen

mit T7 Promotor Primer )
T7 Promotor Primer sense T7 Promotor Primer antisense
—

l Auffillen mit Klenow

DNA Polymerase

5

.l

Sense siRNA Transkription Matrize Antisense siRNA Transkription Matrize
Transkription mit
l T7 RNA Polymerase
uu
GGG GGG

Sense RNA

uu

<-

Antisense RNA

/\/UU
CCCTUWNS———"  cce

ds RNA
l Hybridisierung
/-\/UU
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Abbildung 12: Herstellung von siRNAs mit dem ,,Silencer Construction Kit*.

3.2.3 Transiente Transfektion von HaCaT K6 Zellen mit IR und IGF-1R
SiIRNA

24 Stunden vor der Transfektion wurden 2x 10° Zellen pro 6 cm Schale ausgesat. Die
entsprechenden siRNAs wurden in serum-freiem Medium (DMEM) auf eine
Endkonzentration von 20 nM oder 100 nM verdinnt und anschlieBend mit dem
Transfektionsreagenz (Oligofectamine™, Invitrogen) inkubiert. Alle Schritte erfolgten nach
Angaben des Herstellers. Kurz vor der Transfektion wurde das Medium durch neues serum-

und antibiotika-freies DMEM ersetzt (ein Drittel des Endvolumen), das Transfektionsgemisch
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wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben und 4 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die restlichen zwei Drittel des DMEM mit 30 % FCS zu den Zellen
gegeben. Bei der transienten Transfektion wurden fiir jede einzelne siRNA Sequenz zweli
Konzentrationen (20 nM und 100 nM) getestet und zusétzlich zwei negative Kontrollen (ohne
siRNA, mit und ohne Oligofectamine) fur jedes Experiment angesetzt. Nach drei Zeitpunkten
(24h, 48h, 72h) wurde jeweils ein Satz der transfizierten Zellen lysiert und die Rezeptor-
Protein-Expression mit der Western Blot Analyse uberprift. Insgesamt wurden je 10
verschiedenen siRNA Sequenzen fir IR und IGF-1R getestet. Die Sequenzen, die am
starksten die Protein-Expression reduziert hatten und flr die weiteren Versuche verwendet

wurden, sind in der Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Ausgewahlten siRNA Sequenzen

Name der

Richtung Sequenz

Sequenz
IR 200 sense 5:-AAGGAAATCTTCGGGCCTCGT-3’,
- antisense 5"-AAACGAGGCCCGAAGATTTCC-3
IR 604 sense 5:-AATCGTTCGACAAACTGCCCG-3’
- antisense 5-AACGGGCAGTTTGTCGAACGA-3
IGE-1R 1503 sense 5:-AAGAATCGCATCATCATAACC-B:
- antisense 5-AAGGTTATGATGATGCGATTC-3
IGE-1R 1585 sense 5:-AAGCACCCTTTAAGAATGTCA-S:
- antisense 5-AATGACATTCTTAAAGGGTGC-3

3.2.4 Stabile Transfektion von HaCaT K6 Zellen mit IR siRNA

Fur die stabile Transfektion von HaCaT-Zellen wurde ein spezieller sSiRNA exprimierender

Vektor mit Neomycin Resistenz verwendet (pSilencer™ 2.1-H1 neo, Ambion) (Abb. 13).

EcoRI (387)
Sspl (4103) .
svao Prornotepr[d“wl i H1 Promoter
PspAl (3773) BamH| (4985}
(3754} siRNA
(3718} Hindlll (557}

Neomycin

pSilencer™ 3.1-H1 neo
4285 bp
ColE1 origin
(2922)
Nrul (2904)
SV40 pA
H1 Promoter: 397-496 Sspl (2613) (1675)
$V40 early Promoter: 3754-4077 (2585) (1735}
Neomycin: 2922-3716
SV40 early pA signal: 2621-2870

Ampicillin: 1735-2595
ColE1 origin: 790-1675

Ampicillin

Abbildung 13: pSilencer Vektor-Karte.
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In  S&ugertier-Zellen exprimiert der Vektor eine shRNA (short hairpin  RNA) mit
Haarnadelschleife und terminalen Uridinen am 3™-Ende (Abb. 14). In ihrem Mechanismus
und Suppressionseffekten sind shRNA von SiRNA nicht zu unterscheiden und ihre
Applikation gewahrleistet eine effiziente Suppression von Ziel-Genen (Brummelkamp et al.,
2002; Sui et al., 2002).

“Sense” Strang

U CA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNN Y

UNNNNNNNNNNNNNNNNNNN , A | Senierre

G
“Antisense Strang” GA
- I

“Haarnadel”

Abbildung 14: ,Haarnadelschleifen“-siRNA.

3.2.4.1 Design von Oligonukleotid-Matrizen fur Haarnadelschleifen-shRNA

Fur die Herstellung der Haarnadelschleifen-shRNAs mussten die siRNA Sequenzen, die bei
transienten Transfection-Experimenten getestet wurden, modifiziert werden. Ein spezielles

Software-Programm  (www.ambion.com/techlib/misc/psilencer_converter.html) konvertierte

die vorhandene Sequenzen in DNA-Oligonukleotid-Matrizen, die eine BamHI-Enzym-
Schnittstelle, ,,Sense“-Strang, Schleife-Sequenz, ,,Antisense“-Strang, RNA pol I1l Terminator
und Hind I11-Schnittstelle beinhalteten (Abb. 15).

Als negative Kontrolle fir die Transfektions-Experimente wurde eine Zufall-Sequenz
(,,scrambled”) entworfen, mit der gleichen Zusammensetzung der Nukleotide aber in rein
zufalliger Anordnung. Die Sequenz sollte keine Homologie mit dem Human-Genom
aufweisen und nach Transfektion in menschlichen Zellen keine VVerdnderungen verursachen.

Die konvertierten Sequenzen sind in der Tabelle 7 dargestelit:

Tabelle 7: Konvertierten siRNA Sequenzen

Name Richtung Sequenz
der Sequenz
IR 604 sense 5:-AATCGTTCGACAAACTGCCCG-S',
- antisense 5-AACGGGCAGTTTGTCGAACGA-3
IR 200 sense 5:-AAGGAAATCTTCGGGCCTCGT-B'I
- antisense 5-AAACGAGGCCCGAAGATTTCC-3
IR scr sense 5:-TCTGCGTACACATACCGCG-?{,
- antisense 5-CGCGGTATGTGTACGCAGA-3




MATERIAL UND METHODEN 49

Anhand der konvertierten Sequenzen wurden anschlieBend komplementdre DNA-

Oligonukleotid-Matrizen fir die Haarnadelschleife-shRNAs synthetisiert (ThermoHybaid).

DNA Sequenz

(IGTCAGGCTATCGCGTATCGANNNL 3

RNA pol lll

inat lind il
BamH| Sense Strand —koop Antisense Strand __ Terminator _H

5'-GATCC GTCAGGCTATCGCGTATCG TTCAAGAGA CGATACGCGATAGCCTGAC TTTTTTGGAAA-3'
3- G/QAGTCCGATAGCGCATAGC AAGTTCTCT GCTATGRCRCTATCGGACTG AAAAAACCTTTTCGA-5'

5 B

“Haarnadelschleifen” shRNA
sense sequence

5-GUCAGGCUAUCGCGUAUCG Y Y CA
- (ZICAGUCCGAUAGCGCAUAGC 5 AG
antisense sequence G

“shRNA Insert

Abbildung 15: Design von Haarnadelschleifen-shRNA Matrize.

3.2.4.2 Klonieren von Haarnadelschleifen-shRNA-Inserts in Expressions-Vektor
(pSilencer™ 2.1-H1 neo)
Die Haarnadelschleifen-shRNA  Oligonukleotid-Matrizen  wurden ,,aufgeschmolzen*
(annealing) und in den liniearisierten Vektor ligiert. Alle Prozeduren erfolgten nach den
Angaben des Herstellers.
Im Anschluss wurden E.coli Zellen (XL10-Gold Ultracompetent Cells, Stratagene) mit den
Ligation-Produkten transformiert. Als negative Kontrolle wurde ein Aliquot von E.coli Zellen
mit Minus-Insert (Vektor ohne Insert) Ligation transformiert. Die transformierten Zellen (mit
Plus-Insert und Minus-Insert Ligation) wurden auf LB-Agar-Platten mit Ampizillin
ausplatiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Die nicht transformierten Zellen wurden als
negative Kontrolle ausplatiert.
Nach der Inkubation wurden die Klone gepickt, in LB-Medium mit Ampizillin (50 pg/ml)
Uberfuhrt und Gber Nacht geschittelt (37°C, 245 rpm, ISF-4-V Adolf Kihner AG). Die
Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QlAprep® Spin Miniprep Kit (Quiagen) isoliert und die
DNA Konzentrationen spektrometrisch (GeneQuant pro RNA/DNA Calculator, Pharmacia

Biotech) bestimmt.
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Tabelle 8: Verwendenten Losungen

Losungen Zusammensetzung Hersteller
LB-Medium, pH 7,0 Trypton 10¢g AppliChem
Hefe Extrakt 5¢9 Gerbu
NaCl 10¢g Merck
auf 1 Liter H,O
LB-Agar LB-Medium 1L
Bacto-Agar 15¢ Fluka
Ampizillin 50 pg/ml

Um zu kontrollieren, ob das shRNA Insert in den Vektor aufgenommen wurde, wurde ein
Restriktionsverdau angesetzt. Die Restriktion-Produkte wurden dann an 2 % Agarose Gelen

aufgetrennt um das VVorhanden der Insert-Bande (64 bp) zu tberprifen.

Tabelle 9: Restriktion-Ansatz

Material Konzentration Hersteller
Plasmid DNA 100 ng Insert
Hind 111 40U Boehringer Mannheim
BamHlI 40U BioLabs
Puffer B 1/10 vom Gesamtvolumen Roche
Wasser Auf Gesamtvolumen
auffullen
2 Stunden Inkubation bei 37°C

Mit den Klonen, die das siRNA Insert enthielten, wurden gréRere Kulturen angesetzt (500 ml
LB-Medium mit Ampizillin) und tber Nacht schiittelnd inkubiert (37°C, 245 rpm, ISF-4-V
Adolf Kiihner AG). Die Plasmid-DNA wurde mit dem Plasmid Maxi Kit (Quiagen) isoliert

und die DNA Konzentrationen spektrometrisch bestimmt.

3.2.4.3 Transfection von HaCaT K6 Zellen mit pSilencer Plasmid
Optimierung der Antibiotikum-Selektion

Um die optimale Selektion von transfizierten Zellen zu gewahrleisten wurde eine Neomyzin
Titration durchgefiihrt. Pro 6 cm Schale wurden 2x 10° Zellen ausgesit. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit wurde das Medium durch DMEM mit Neomyzin in Konzentrationen von
200-1000 pg/ml ersetzt. Die Zellen wurden 14 Tage kultiviert, wobei der Medium-Wechsel
mit Neomyzin alle drei Tage erfolgte. Jeden 2. Tag wurde die Vitalitat der Zellen untersucht.
Diejenige Neomyzin-Konzentration galt als optimal, bei der nach 8 Tagen ein massiver
Zelltod eingesetzt hatte und nach 14 Tagen keine vitalen Zellen mehr beobachtet werden

konnten. Die entsprechende Dosis kann je nach Zelltyp betrachtlich schwanken und muss
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daher in jedem Fall experimentell ermittelt werden. Fir HaCaT K6 Zellen wurden eine

optimale Neomyzin-Konzentration von 650 pg/ml bestimmt.

Stabile Transfektion der Zellen

24 Stunden vor der Transfektion wurden 2x 10° Zellen pro 6 cm Schale ausgesat. Kurz vor
der Transfektion wurde die Plasmid-DNA mit dem Transfektionsreagenz (GeneJammer,
Stratagene) und DMEM (serum- und antibiotikum-frei) inkubiert. Alle Schritte erfolgten nach
Angaben des Herstellers. Als Negativ-Kontrolle dienten Ansdtze ohne DNA mit und ohne
Transfektionsreagenz. Das Medium wurde durch frisches serum- und antibiotika-haltiges
DMEM ersetzt (die Halfte des Endvolumens), das Transfektionsgemisch wurde tropfenweise
zu den Zellen gegeben und 3 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die zweite Hélfte des DMEM (mit 2-facher FCS-Konzentration) zu den Zellen
gegeben. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen abtrypsiniert und in 15 cm Zell-
Schalen tberfuhrt. 24 Stunden nach Passagierung wurde das Selektionsmedium (650 pg/ml
G418) dazu gegeben. Nach einigen Tagen waren die nicht transfizierten Zellen abgestorben,
wahrend die transfizierten neomyzin-resistenten Zellen kleine Kolonien bildeten. Die Position
der Kolonien wurde markiert und das Medium abgesaugt. Rund um die einzelnen Kolonien
wurden Plastikringe plaziert, deren unterer Rand eingefettet war, so dass die Kolonien
flissigkeitsdicht umschlossen waren. Verschiedene Kolonien wurden in diesen
Klonierungsringen abtrypsiniert und in separate Schalen tberfiihrt, vermehrt und analysiert.
Die Analyse des ,,Knock-Down* des Insulin Rezeptors erfolgte sowohl auf mMRNA (RT-PCR)
als auch auf Protein Ebene (Western Blot).

3.2.5 Analyse der Apoptose bei HaCaT K6 Zellen transient transfiziert mit
IR oder IGF-1R siRNA

Die Zellen wurden auf Objekttragern ausgesat (2x 10° Zellen/Objekttrager) und nach 24

Stunden mit 100 nM IR oder IGF-1R siRNA transient transfiziert (siehe 3.2.3). Folgende

siRNAs wurden fur Transfektion verwendet:

IR: siRNA_IR_604
siRNA_IR_200
IGF-1R: siRNA_IGF1R_1503

siRNA_IGFIR_1585
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Zusétzlich wurden zwei Negativ-Kontrollen (ohne siRNA mit und ohne Oligofectamine) flr
jedes Experiment angesetzt. Nach drei Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach der Transfektion)
wurden die Objekttrager entnommen, zweimal mit PBS- gewaschen, an der Luft getrocknet
und 1 hin 4 % PFA (Paraformaldehyd) bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die Objekttréager
2x 5 min mit PBS- gespult und an der Luft getrocknet. Die fixierten Objekttrdger wurden
entweder sofort weiter verarbeitet oder bei -80°C gelagert.

Fur die Identifizierung der apoptotischen Zellen wurde das ,,In Situ Cell Death Detection Kit,
TMR red“ (Roche) verwendet. Hiermit werden die Briiche in DNA-Strangen detektiert, die
wahrend der Apoptose generiert werden. Diese Detektion basiert auf der TUNEL-Reaktion
(TdT-mediated dUTP nick end Labeling), bei der das Enzym Terminale Deoxynukleotidyl
Transferase (TdT) die markierten Nukleotide in den Bruchstellen der DNA-Strange einbaut.
Alle Prozeduren erfolgten nach den Angaben des Herstellers. Als Negativ-Kontrolle wurden
die Zellen nur mit Markierungsldsung (ohne terminale Transferase) behandelt. Als positive
Kontrolle wurden die Zellen vor der Markierung mit DNase | inkubiert (10 min, bei RT) um
kinstlich Briiche in DNA-Strangen zu erzeugen.

Nach der TUNEL-Farbung wurde eine Gegenfarbung mit dem Pan-Keratin-Antikorper
(Meerschweinchen pk, 1:50, Progen Klon GP14) durchgefiihrt, um die Zellen besser sichtbar
zu machen. Alle Prozeduren entsprachen dem Protokoll flr die indirekte Immunofluoreszenz
(siehe 3.5.3).

AnschlieBend wurde die Intensitdt der positiven Signale mit dem Programm ,,AnalySIS*

gemessen (zehn Felder pro Objekttrager) und in Bezug auf Kernfarbung ausgewertet.

Tabelle 10: Verwendeten Lésungen und Chemikalien

Losung/Chemicalien Zusammensetzung Hersteller
PFA 4 % 4% PFA inPBS, pH 7,4
PBS- Serva
PFA Merck
45 min bei 70°C losen
Permeabilisierungs- NaCitrat 0,1% Fluka
Ldsung Triton-X-100 0,1% Sigma
Wasser
DNase | 1000 U/ml Roche

Tabelle 11: Verwendenten Primére Antikorper fur die Immunfluoreszenz

Antigen Typ Verdinnung Hersteller Katalog-Nr.

Pankeratin Meerschweinchen pk | 1:50 Progen Klon GP14
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Tabelle 12: Verwendenten Sekundare Antikdrper fir die Immunfluoreszenz

Spezifitat Fluorochrom | Verdinnung Hersteller | Katalog-Nr.

Esel-anti-Meerschweinchen DTAF 1:100 Dianova 706-015-148

3.2.6 Analyse von Zellzahl, Proliferation und Differenzierung bei HaCaT
K6 Zellen transient transfiziert mit IR oder IGF-1R siRNA

Die Zellen wurden auf Objekttragern ausgesat (2x 10° Zellen/Objekttrager) und nach 24

Stunden mit 100 nM IR oder IGF-1R siRNA transient transfiziert (siehe 3.2.3). Folgende

siRNAs wurden fur Transfektion verwendet:

IR: siRNA_IR_604
siRNA_IR_200
IGF-1R: siRNA_IGF1R 1503

siRNA_IGF1R_1585

Zusétzlich wurden zwei Negativ-Kontrollen (ohne siRNA mit und ohne Oligofectamine) flr
jedes Experiment angesetzt. Nach drei Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach der Transfektion)
wurden die Objekttrager entnommen, zweimal mit PBS- gewaschen, an der Luft getrocknet
und in 100 % Methanol bei 4°C fur 1 min, danach bei —20°C fiir 2 min in Aceton fixiert und
anschlieBend in PBS- rehydriert. Alle weiteren Prozeduren entsprachen dem Protokoll fiir die
indirekte Immunofluoreszenz (siehe 3.5.3).

Fir die Differenzierungsanalyse wurde die Expression vom Keratin 1/10, als friher, und
Filaggrin, als spater Differenzierungs-Marker untersucht.

Fur die Proliferationsanalyse wurde die Verteilung mitotischer Zellen mit einem Antikdrper
gegen Ki67 untersucht. Das Ki67-Antigen ist hauptsachlich wahrend den aktiven Phasen des
Zell-Zyklus (G1, S, G2 und M-Phasen) exprimiert und ist nicht in den ruhenden Zellen in der
GO0-Phase vorhanden (Traut et al., 2002).

Fur die Analyse der Zellzahl wurden die Kerne mit dem Kern-Farbstoff Bisbenzimid
(Hoechst; 20 pg/ml) gefarbt. Die Anzahl der gefarbten intakten Kerne entsprach dabei der
Zellzahl.

Die Intensitat der positiven Signale wurde bei allen Experimenten mit dem Programm
»AnalySIS* gemessen (zehn Felder pro Objekttrager) und im Bezug auf Kernfarbung

ausgewertet.
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Tabelle 13: Verwendenten Primére Antikorper fir die Immunfluoreszenz

Antigen Typ Verdinnung Hersteller Katalog-Nr.
Keratin 1/10 Maus, mk 1:100 Sigma C7284
Filaggrin Maus, mk 1:300 Cell Systems | 5002

Ki67 Maus, mk 1:20 Dianova Dia 505

Tabelle 14: Verwendenten Sekundére Antikdrper fir die Immunfluoreszenz

Spezifitat Fluorochrom Verdinnung | Hersteller Katalog-Nr.
Ziege-Anti-Maus | Alexa 488(griin) | 1:800 Molecular Probes A-11029
Ziege-Anti-Maus | Alexa 568(rot) 1:800 Molecular Probes A-11031

3.2.7 Migrations-Assay (,,Wund-Assay*)

Die HaCaT K6 und Zellen der stabil transfizierten Klone wurden auf 6-Well Platten ausgesét
(100.000 Zellen/Well) und 7 — 10 Tage bis zur Postkonfluenz in KGM2-Medium mit 1 %
FCS kultiviert. Fir die Bestimmung der Zell-Migration wurden in jedem Well mit einer
Pipettenspitze zwei diinne Linien in den Zellrasen gekratzt. Das Medium mit den abgel6sten
Zellen wurde abgesaugt und die Kulturen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde das
serum-freie KGM2-Medium mit den Stimulationsfaktoren zugegeben (2 ml Medium/Well).
Um die Zell-Proliferation zu verhindern wurde Mitomycin C (500 ng/ml) ins Medium
gegeben. Die Zellfronten wurden auf der Unterseite der 6-Well-Platte mit einem wasserfesten
Filzschtift markiert und zur Orientierung mit Querstrichen gekennzeichnet. Die markierten
Stellen wurden dann zum Zeitpunkt 0 (direkt nach der Stimulation) und nach 24 Stunden
fotografiert. Die Bilder wurden mit dem Computer-Programm ,,Photoshop* Ubereinander
gelegt und die wieder besiedelten Flachen, als MaR fir die Migration, mit dem Computer-
Programm ,,Analysis“ gemessen.
Fur die erste Reihe der Versuche wurden die Zellen nach folgendem Behandlungs-Schema
stimuliert:

1. nur mit Insulin,

2. nur mit IGF-1,

3. mit beiden Faktoren.
Als Negativ-Kontrolle wurde der Ansatz ohne Stimulation mit Insulin und IGF-1 verwendet.
Als Positiv-Kontrolle dienten die Zellen, die im KGM2 mit 1 % FCS weiter kultiviert worden
waren.
Fur die zweite Versuchsreihe wurde noch zusétzlich eine Gruppe der Ansatze (wie oben) (a)
entweder mit einem blockierenden Antikérper gegen IGF-1R (Block. AK) oder (b) als
Kontrolle mit einem irrelevanten Antikorper (Irrel. AK) behandelt.
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Tabelle 15: Stimulationsfaktoren fiir Migrations-Assay

Faktor Konzentration Hersteller
Insulin 100 nM Sigma
IGF-1 10 nM R&D

Tabelle 16: Antikorper fir Migrations-Assay

Antikorper Konzentration | Hersteller
Anti-IGF-1R, _

mAb (aIR3) 2 ug/ml Calbiochem
Irrelevanter _
Antikérper 2 pg/ml Sigma

Tabelle 17: Erster Versuchsaufbau fiir Migrations-Assay

Stimulation mit Ohne Insulin | Mit Insulin | Ohne Insulin | Mit Insulin | Kontrolle
Ohne IGF-1 Ohne IGF-1 | Mit IGF-1 Mit IGF-1 | 1 %FCS
v Wachstums-Medium fiir alle Ansétze - KGM2 + 1 % FCS
v Stimulations-Medium fir alle Anséatze — KGM2 (FCS-frei)
v’ Bei allen Ansatzen Zusatz von 500 ng/ml Mitomycin (Proliferations-Inhibitor)
Tabelle 18: Zweiter Versuchsaufbau fur Migrations-Assay
Ohne Insulin Mit Insulin Ohne Insulin | Mit Insulin Kontrolle
Ohne IGF-1 Ohne IGF-1 | Mit IGF-1 Mit IGF-1 1 %FCS
Stimulation Ohne Insulin Mit Insulin Ohne Insulin | Mit Insulin Kontrolle
mit Ohne IGF-1 Ohne IGF-1 | Mit IGF-1 Mit IGF-1 1 %FCS
+ Block AK + Block AK | + Block AK | + Block AK | + Block AK
Ohne Insulin Mit Insulin Ohne Insulin | Mit Insulin Kontrolle
Ohne IGF-1 Ohne IGF-1 | Mit IGF-1 Mit IGF-1 1 %FCS
+ Irrel. AK + Irrel. AK | + Irrel. AK + Irrel. AK | + Irrel. AK

v" Wachstums-Medium fiir alle Ansétze - KGM2 + 1 % FCS
v Stimulations-Medium fir alle Anséatze — KGM2 (FCS-frei)

v' Bei allen Ansétzen Zusatz von 500 ng/ml Mitomycin (Proliferations-Inhibitor)

3.2.8 Proliferations-Assay

Die HaCaT K6 und Zellen der stabil transfizierten Klone wurden auf 24-Well Platten (20.000
Zellen/Well) in KGM2-Medium mit 1 % FCS ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium
abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Eine Platte pro Zell-Linie wurde
eingefroren und als Aussaat-Kontrolle (0-Wert) verwendet. Bei den anderen Platten wurde
das Medium durch serum-freies KGM2 mit Stimulationsfaktoren ersetzt. Die Zellen wurden
wie folgt stimuliert:

1. nur mit Insulin (100 nM),
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2. nur mit IGF-1 (10 nM),

3. mit beiden Faktoren.
Als Negativ-Kontrolle wurde der Ansatz ohne Stimulation mit Insulin und IGF-1 verwendet.
Als Positiv-Kontrolle dienten die Zellen, die im KGM2 mit 1 % FCS weiter kultiviert worden
waren. Nach drei Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach dem Stimulationsanfang) wurde je eine
Platte pro Zell-Linie entnommen, zweimal mit PBS gewaschen und bei -20°C eingefroren, um
die Zellmembran aufzubrechen. Nach mindestens 24 h wurden die Platten bei RT aufgetaut
und mit dem DNA-Farbstoff SYBR® Green | (Molecular Probes, 1:2500 in PBS mit 0,1 %
Triton-X-100) 1 h im Dunkeln bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die Extinktion mit dem

Fluoroscan Ascent (Labsystems) gemessen.

3.3 Protein-Analyse

Proteine lassen sich in einem SDS-Acrylamidgel nach ihrer Molekularmasse auftrennen und
anschlieBend elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, wo sie
immobilisiert vorliegen. Die aufgetrennten Proteine lassen sich auf der Membran durch
Bindung spezifischer Antikorper nachweisen, indem diese ihrerseits durch Enzym-gekoppelte
Sekundarantikorper detektiert werden. Die Umsetzung des entsprechenden Enzym-Substrats
macht das betreffende Protein sichtbar und erlaubt auRerdem die relative Konzentration der

Proteine somit semiquantitativ zu bestimmen.

3.3.1 Lyse der Zellen

Zur biochemischen Untersuchung der Proteine war es erforderlich, die Zellen mittels
Lysepuffer (RIPA) in Anwesenheit von Detergenzien aufzuschlieBen. Um einer
Proteindegradation durch Proteasen vorzubeugen, wurden Protease-Inhibitoren zugesetzt und
alle Schritte zur Lyse der Zellen auf Eis und mit gekihlten Lésungen durchgefiihrt.

Dazu wurden die Kulturschalen zweimal mit PBS gespilt und die adharenten Zellen
mechanisch mit einem Zellschaber in 0,5 ml PBS abgeldst. Nach der Zentrifugation (5 min,
1000 g, 4°C, Biofuge 15R, Heraeus) wurde das Zellpellet im RIPA-Lysepuffer erneut
resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Das Zell-Lysat wurde durch weitere Zentrifugation
(10 min, 10000 g, 4°C, Biofuge 15R, Heraeus) von verbleibenden Zelltrimmern abgetrennt,
der klare Uberstand abgenommen und fiir die nachfolgenden Experimente weiterverwendet.

Die Lagerung des Lysates erfolgte bei -80°C.
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Tabelle 19: Verwendenten Chemikalien zur Lyse der Zellen

Losung Zusammensetzung Hersteller

RIPA-Puffer Tris-HCI pH 7,2 10 mM Sigma
NaCl 150 mM Merck
EDTA 5mM Gerbu
Triton X-100 1% Sigma
SDS 0,1% Gerbu
Natriumdesoxycholat 1% Sigma

Protease-Inhibitoren Leupeptin 1 pg/ml Roche
Pepstatin 1pg/mi Roche
Aprotinin 1 pg/mi Roche
Natriumorthovanadat 100 mM Serva
Pefablock 10 mM Roche

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Lysaten erfolgte nach der Methode von
Bradford (Bradford, 1976), der einer Coomassie-Blau-Féarbung zu Grunde liegt. Coomassie
Blau bindet in seiner anionischen Form spezifisch an Arginin-, Tryptophan-, Tyrosin-,
Histidin- und Phenylalanin-Resten der Proteine und hat ein Absorptionsmaximum von 595
nm (blau). Der ungebundene Farbstoff in Losung liegt in der kationischen Form mit einem
Absorptionsmaximum von 470 nm (rot) vor.

Die Lysate wurden im Verhéltnis von 1:10 mit Wasser verdiinnt. Von dieser Verdiinnung
wurden jeweils 2 und 4 pl mit 200 pl Bradfordldsung (BioRad, 1:5 in Wasser) vermischt. Die
Losung wurde 5 min bei RT inkubiert und anschlielend die Absorption bei 595 nm bestimmt.
Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte durch Extrapolation anhand einer

Eichgeraden, die jeweils parallel aus BSA Losungen bekannter Konzentration erstellt wurde.

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Es wurden vertikale Gelapparaturen (Hoefer und Amersham) verwendet, wobei in einem
niedrigprozentigen Sammelgel zun&chst die Aufkonzentration der Proteine zu einer schmalen
Schicht erfolgt. Im unteren Trenngel, in dem andere Pufferbedingungen herrschen, werden die
Proteine dann entsprechend ihrer MolekilgréRRe aufgetrennt. Sammel- und Trenngel wurden
durch Mischen der jeweiligen Gelpuffer mit Acrylamid/Bisacrylamid (BioRad) hergestelit.
Die Polymerisation der Gele wurde durch Zugabe von TEMED (Sigma) als Katalysator und
APS (Serva) als Radikalstarter eingeleitet.
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Tabelle 20: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel Sammelgel

Konzentration 6 % 7,5% 10 % 12 % 2,8 %
Glycerin (50% v/v) 0,75ml |0,75 ml 0,75 ml 0,75ml  |------
Wasser 525ml 4,90 ml 4,25 ml 3,75 ml 2,6 ml
Trenngelpuffer 2,5ml 2,5 ml 2,5 ml 25ml |-
Sammelgelpuffer ~ |------ |-emeem | meee e 0,95 ml
Acrylamid (T40%-3,7%) | 1,50 ml | 1,90 ml 2,50 ml 3,00 ml 0,30 ml
APS (10%) 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 22,5 ul
Temed 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 7,5 ul

Zunachst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen und direkt nach dem
Giellen mit Isobutanol (Merck) Uberschichtet, um eine glatte Oberflache des Trenngels zu
gewabhrleisten. Die Polymerisation erfolgte fiir etwa 20 min bei RT, dann wurde das restliche
Isobutanol mit Wasser entfernt und schlieflich das Sammelgel auf das polymerisierte
Trenngel aufgegossen. Durch das Einsetzen von Kammen entstanden dabei Ladetaschen, mit
einem Probevolumen von maximal 40 pl. Nach vollstandiger Polymerisation des Geles (ca.

15 min) wurden die K&mme vorsichtig entfernt.

Tabelle 21: Zusammensetzung der bei der Elektrophorese verwendeten Lésungen

Losung Zusammensetzung Hersteller
Sammelgelpuffer Tris-HCI pH 6,8 05M Sigma
SDS 0,4 % Gerbu
Tris-HCI pH 8,8 15M Sigma
Trenngelpuffer SDS 0.4 % Gerbu
Tris-HCI pH 6,8 130 MM | Sigma
SDS 6 % Gerbu
?é;jzr;zfgﬁg;f e Glycerin 20 % Roth
R-Mercaptoethanol 10 % Serva
Bromphenolblau 0,1 % Sigma
2x-Probenpuffer Siehe reduzierender 2x-Probenpuffer
(nicht reduzierend) ohne Zusatz von R-Mercaptoethanol
Tris 33mM | Sigma
Laufpuffer Glycin 194 mM |Roth
SDS 0,1% Gerbu
Tris 33mM | Sigma
Transferpuffer Glycin 194 mM |Roth
Methanol 20 % Baker
PBS- Serva
Blockierldsung Milch (1,5 % Fett) 10 % Roth
Tween-20 0,1 % Merck

Die Proteinproben wurden vor der Elektorphorese mit Probenpuffer versetzt (nicht
reduzierend fiir den Integrin-Nachweis, reduzierend flr die restlichen Proteine), fir 5 min bei

95°C inkubiert und in die Ladetaschen pipettiert. Als Molekulargewichtsstandard wurde pro
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Gel ein Regenbogen-Proteinmarker (Amersham Bioscience) aufgetragen. Die Protein-
auftrennung erfolgte in Laufpuffer fur etwa 2-3 Stunden bei Raumtemperatur bei 70-90 V und
45 mA.

3.3.4 Western Blot

Die Uber Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch auf eine
Nitrocellulose-Membran (bertragen (Schleicher und Schill, BA-85). Die Gele wurden mit
Hilfe einer Kassette auf der Membran fixiert und in eine Transferkammer (BioRad) gesetzt.
Der Transfer erfolgte bei 48 V fur 3 Stunden bei RT oder bei 20 V Uber Nacht bei 4°C. Die
Transfereffizienz wurde durch Féarben der Membran mit essigsaurer Ponceau-Rot-Ldsung
(Sigma) Uberprift; die Ponceau-Farbung wurde nach der Dokumentation des Bandenmusters

durch Waschen mit Blockierldsung komplett entfernt.

3.3.5 Immundetektion

Um auf der Membran gebundene Proteine nachzuweisen, wurden in der Blockierldsung
geloste spezifische Primarantikorper verwendet. Die Nitrocellulose-Membran wurde fir 1,5 h
bei Raumtemperatur in Blockierlésung und dann mit den Primérantikorpern fur 2 h bei
Raumtemperatur oder tUber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Waschen der Membranen mit
Blockierlosung (funfmal je 5 min bei RT) wurden die Membranen mit einem Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelten sekundéren Antikorper fir 45 min bei RT inkubiert. Nach dem
Waschen mit Blockierlosung (finfmal je 5 min bei Raumtemperatur) erfolgte die
Nachweisreaktion basierend auf Chemolumineszenz nach Angaben des Herstellers
(Amersham Biosciense). Dabei wird das Detektionsreagenz Luminol durch die Peroxidase
oxidiert und so in einen angeregten Zustand Uberfiihrt. Unter Lichtemission fallt Luminol
anschlieBend in seinen Grundzustand zuriick, wobei das emittierte Licht durch Auflegen eines

Rontgenfilms (Fujifilm) detektiert wird.

Tabelle 22: Primare Antikdrper fur den Western Blot

Antigen Typ Verdinnung | Hersteller Katalog-Nr.
Insulin Receptor 3 Maus, mk 2 pg/ml Chemicon MAB1139
IGF-1 Receptor B Kaninchen, pk |1:350 Santa Cruz sc-713
Caveolin-1 Maus, mk 1:1000 BD Transduction Lab. | 610406
Integrin o6 Ratte, mk 1:500 Chemicon MAB1378
Integrin 34 Ratte, mk 1:500 85Cymbus CBL 545
PKC$S Maus, mk 1:500 BD Transduction Lab. | 610397
PKCa Maus, mk 1:500 BD Transduction Lab. | 610107
Cytokeratine Typ 1&I1l | Maus, mk 1:1000 Progen 61835
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Tabelle 23: Sekundéare Antikorper fiir den Western Blot

Spezifitat Detektion Verdunnung | Hersteller Katalog-Nr.
Anti-Kaninchen POX 1:10000 Dianova 711-035-152
Anti-Maus POX 1:10000 Dianova 800-367-5296
Anti-Ratte POX 1:10000 Dianova 112-035-003

3.4 Nachweis der mRNA-Expression

Die reverse Transkriptions-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine Methode zum
Nachweis von mRNA. Dabei wird zundchst RNA aus den zu untersuchenden Zellen isoliert
und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Durch die Verwendung eines
Oligo-dT-Primers und eines Random-Hexamer-Primergemisches werden beliebige mRNA —
Molekiile unspezifisch in cDNA umgeschrieben. Dagegen kann durch Amplifikation
einzelner cDNA-Strange Uber PCR mit spezifischen Primern und anschlieender
Gelelektrophorese diese cDNA und damit die mMRNA-Expression der untersuchten Proteine

nachgewiesen werden.

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Gewebekultur Zellen erfolgte mit dem ,,RNeasy Mini
Kit* von Qiagen nach Angaben des Herstellers. Dabei handelt es sich um eine
Weiterentwicklung der Guanidin-Thiocyanat-Methode in Kombination mit einer spezifischen
RNA-bindenden S&ule. Bei dieser Methode werden RNA-Molekille mit mindestens 200
Nukleotiden isoliert, wodurch neben ribosomaler RNA vor allem mRNA-Molekile
angereichert werden, da die kleineren Molekiile (tRNAs, 8S rRNA, 5S rRNA) abgetrennt
werden.

90 — 100 % konfluente Zellen in Einzellschicht wurden nach Angaben des Herstellers direkt
in der Zellkulturschale mittels Lysepuffer und Zellschaber lysiert. Die weiteren Schritte
erfolgten ebenfalls nach Angaben des Herstellers. Die RNA Konzentration wurde
anschlieBend spektrometrisch (GeneQuant pro RNA/DNA Calculator, Pharmacia Biotech)

bestimmt.

3.4.2 Reverse Transkription

Die isolierte RNA aus Zellen wurde mittels ,,Omniscript™ Reverse Transcriptase Kit*

(Qiagen) in cDNA umgeschrieben.
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GemaR des Protokolls wurden 5 pg RNA in 1x RT-Puffer mit 0,5 mM Nukleotid-Mix (dNTP-
Mix), 2,5 units/ul Omniscript Reverse Transkriptase, 1 UM Oligo-dT Primern und Random-
Hexameren, 1 U/ul RNase Inhibitor sowie RNase-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 50
pl eingestellt. Die reverse Transkription erfolgte bei 37°C fiir 60 min. Danach wurden die
Produkte 5 min bei 93°C denaturiert, auf 4°C abgekihlt und bei —20°C eingefroren oder
direkt fir die PCR eingesetzt.

Tabelle 24: Verwendeten Chemikalien fir die Reverse Transkription

Chemikalien Konzentration im Hersteller
Endvolumen (50 pl)

RNA 5 Ug

RT-Puffer (10x) 1x Qiagen

dNTP-Mix (5 mM/NTP) 0,5 mM Qiagen

Omniskript Reverse .

Transkriptase (50 U/ul) 2,5 Ul Qiagen

Oligo dT Primer (100 uM) 1uM ThermoHybaid

Random Hexamer (50 uM) 1,25 uM ThermoHybaid

RNase Inhibitor (40 U/ul) 1 U/ul Roche

Wasser, Rnase-frei Qiagen

3.4.3 Semiquantitative Polymerase-Ketten-Reaktion

Zur Durchfuhrung der PCR-Reaktion wurden 2,25 pl der RT-Produkte mit 0,1 mM dNTPs,
0,05 U/25 pl Tag-Polymerase (Qiagen), 1x PCR-Puffer, MgCl, optimiert je nach Primer,
jeweils 0,2 pM upstream und downstream Primer mit H,O auf 25 pl eingestellt. Die

Bedingungen fir die PCR wurden Primer-abhangig optimiert.

Tabelle 25: Verwendeten Chemikalien zur Polymerase-Ketten-Reaktion

Chemikalien Konzentration im Hersteller
Endvolumen (25 pl)

cDNA 2,25 pl

Puffer (10x) 1x Qiagen

5 Primer (10 uM) 0,2 uM ThermoHybaid

3 Primer (10uM) 0,2 uM ThermoHybaid

dNTPs (2,5 mM/dNTP) 0,1 mM Qiagen

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,05 U/ul Qiagen

Wasser Qiagen

3.4.3.1 Optimierung der PCR-Bedingungen

Die Auswahl geeigneter Primerpaare zur Amplifikation spezifischer cDNAs erfolgte nach
mehreren Kriterien. Um die Amplifikation genomischer DNA zu vermeiden, die als

Verunreinigung in der RNA-Préparation vorhanden sein kann, wurden die Primer so gewéhlt,
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dass sie Exon-Ubergreifend binden. Die zu amplifizierende cDNA-Sequenz sollte zwischen
200 und 700 bp lang sein, da Fragmente dieser Lange elektrophoretisch gut auftrennbar sind.
Die Primer sollten zwischen 18 und 25 Nukleotiden lang sein, damit eine Annealing-
Temperatur unterhalb des Temperaturoptimums der Tag-Polymerase gegeben ist. Die
Annealing-Temperatur sollte allerdings auch nicht zu niedrig sein, da sich sonst
Sekundarstrukturen innerhalb des cDNA-Templates und der Primer bilden kénnen, die zur
Beeintrachtigung der Primerbindung fuhren. Die Primerauswahl nach diesen Kriterien wurde
mit Hilfe des Software-Programms ,,Oligo“ (National Bioscience, Inc.) vorgenommen. Die
Spezifitat der Primer wurde dann mit Hilfe der Sequenzdatenbank ,,Blast-Search* (PubMed)
Uberprift. Synthetisiert wurden die so ausgesuchten und Uberpruften Primer von der Firma
Thermohybaid.

Die theoretische Annealing-Temperatur der einzelnen Primer wurde von der Oligo-Software
berechnet. Diese Angabe diente als Ausgangswert fur die Optimierung mittels
Gradientencycler (PTC-200, MJ Research). Es wurden insgesamt 12 Temperaturwerte
getestet, die in einem Temperaturbereich von 5°C unter bis 5°C tber dem theoretischen Wert
lagen.

Neben der Annealing-Temperatur spielt auch die Konzentration an divalenten Kationen im
Reaktionsgemisch eine groBe Rolle. Mg?* stabilisiert doppelstrangige DNA und erhoht damit
deren Schmelzpunkt. Daneben stimuliert es aber auch die Aktivitat der Tag-Polymerase und
bildet 16sliche Komplexe mit den Desoxynukleotiden, die deren Einbau durch die Polymerase
ermdglichen. Eine zu niedrige Mg”*-Konzentration fiihrt daher zu geringer Ausbeute, eine zu
hohe Konzentration zu unspezifischen Produkten. Daraus wird ersichtlich, dass Annealing-
Temperatur und MgCl,-Konzentration nicht unabhangig voneinander optimiert werden
konnen, da sich mit der MgCl,-Konzentration auch die optimale Annealing-Temperatur
andert. Daher wurden MgCl,-Konzentrationen von 1,5 bis 2,5 mM bei jeder der 12
ausgewahlten Annealing-Temperaturen getestet. Die PCR-Produkte wurden anschlieRend
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die optimalen Bedingungen dementsprechend bestimmt.
Die Anzahl an amplifizierten Kopien einer cDNA steigt wéhrend der PCR theoretisch
exponentiell. Daher héngt die Kopienzahl nach einem beliebigen Zyklus von der
Ausgangsmenge an Template-Molekilen und der Zykluszahl ab. Tatséchlich ist jedoch die
Ausbeute in jedem Zyklus kleiner als 100 %. Denn mit steigender Zykluszahl nimmt die
Aktivitat der Polymerase ab. Dariiber hinaus bilden sich wahrend des Annealings zunehmend
Dimere zwischen den Einzelstrdngen des Produkts. Diese Reaktion konkurriert mit steigender
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Kopienzahl des Produktes immer starker mit dem Primer-Annealing. Daher erreicht die

Kopienzahl, die durch die PCR erzeugt werden kann, bei héheren Zykluszahlen ein Plateau.

3.4.3.2 Verwendete Primer und PCR-Bedingungen

Die in diesem Projekt verwendeten Primer und die dazu ermittelten optimalen Bedingungen,

die standardmafig fur alle Versuche verwendet wurden, sind in der Tabelle 26 aufgelistet.

Tabelle 26: Verwendete Primer und PCR-Bedingungen

mMRNA Lange | Sequenz Produkt | Bedingungen
Insulin 5 -3
u eséleptor 19 bp F.. 5, GATTACTTGCTGCTCTTCC, 3 205 bp 2'2552“”2 ;\/I gﬁ:fen
17bp |R:5-CTCCACACTCCTCGTTG-3 :
IGF-1 Receptor |20bp _|F:5-COTGGGGCCAAGACTBAGAT-3 | op | L7V MGC,
21bp |R:5-GGGCACGAAGATGGAGTTGTG-3 56,8°C, 27 Zyklen
Caveolin-1 21bp |F:5-ATCTACAAGCCCAACAACAAGS |, op | LSTM MgC,
18 bp |R:5-CAAATGCCGTCAAAACTG-3' 54,3°C, 27 ZyKlen
Integrin o6 23bp |F:5-CTTTGGGCGGTGTTATGTCCTGA-3' Sagbp | LT MGCl
23bp |R:5-TCTTGCCACCCATCCTTGTTGAG-3’ 58°C, 27 Zyklen
Integrin p4 20 bp |F:5-CACTCCACCACCATCATCAT-3’ 544pp | LTTM MgCl,
21bp |R:5-TGTCAACCAGCACTTTCTTCA-3’ 58,2°C, 25 Zyklen
Integrin R1 20bp |F:5-TGTAACCAACCGTAGCAAAGS | op | 20MM MgC,
20bp |R:5-GTCCGAAGTAATCCTCCTCA-3' 52°C, 30 Zyklen
PKCS 20bp |F:5-CAGGCCAAGGTGTTGATGTCY |, bp | 20mM MgCl.
19bp |R:5-TGTGGATGGCAGCGTTACA-3' 56,8°C, 22 Zyklen
PKCal 20bp |F:5-TGCAACCCCAACACCCACAAS | o op | 20V MCl
20bp |R:5-CCCCTCGCCACCATCTCATT-3 574°C, 27 ZyKlen
IRS-1 20bp |F:5-TGCATCTTCGCTCCTTCCTG-3 471bp | LM MgCl
20bp |R:5-GCCGCCACTTCTTCTCGTTC-3' 63°C, 30 ZyKlen
GAPDH 22bp |F:5-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGGAS |\ bp | LM MgC,
22bp |R:5-GAGGGATCTCGCTCCTGGAAGA-3 62°C, 25 Zyklen

3.4.4 DNA-Gelelektrophorese

Von dem 25 pl der PCR-Reaktion wurden jeweils 10 pl mit 2 pl 6x-Probenpuffer (Novagen)
verdunnt, auf ein 2 %-iges, ausgeliertes Agarose-TAE-Gel (Cambrex) mit 0,5 pg/mi
Ethidiumbromid (Sigma) aufgetragen und elektrophoretisch bei 100 V fir 30 min in TAE
(Tris-Essigsédure 40 mM, EDTA 1 mM) getrennt. Als DNA-Marker diente dabei ein 100
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Basenpaar-Standard (Novagen). Die Detektion der Banden erfolgte unter UV-Licht mittels

eines Chemi-Imagers 4000 (Alpha Innotech Corporation).

3.5. Gewebeaufarbeitung

Zur weiteren morphologischen Analyse der organotypischen Kokulturen wurden die
Filterinserts entnommen und die Kulturen mit einem Skalpell aus dem Filter ausgeschnitten.
Fur die weitere Analyse wurden die Proben in zwei gleiche Halften geteilt und

folgendermalien weiterverarbeitet.

3.5.1 Histologie

Fir die histologische Aufarbeitung wurden die Proben fiir 24 h in 3,7 % Formaldehyd in PBS
fixiert, in Agar eingebettet und erneut fur 24 h in der gleichen Losung fixiert. Danach wurden
die Praparate in Kapseln eingeschlossen (Medim, Giessen), durch eine Alkoholreihe
entwéssert (70 %, 80 %, 90 %, 96 % Ethanol in H,O, Xylol) und in Paraffin (Medim)
eingebettet. Die eingebetteten Proben wurden geschnitten (Schnittdicke 4 pm) und mit
Hémalaun (15 min) und Eosin (5 min) gefarbt. Die HE-Farbung ist eine der
Ubersichtsfarbungen in der Histologie. Hamalaun als basischer Farbstoff farbt im alkalischen
Milieu basophile Strukturen wie Zellkerne intensiv blau. Das azidophile Cytoplasma wird
anschlieBend mit einer Eosin-haltigen, sauren Losung rot gefarbt. Nach der Farbung wurden
die Schnitte mit Eukitt (Medim) und einem Deckglas versiegelt.

3.5.2 Gefrierschnitte

Gewebestlickchen der Kulturen wurden in , Tissue-Tec“-Einbettmedium langsam in der
Gasphase von flussigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend bei —80°C gelagert. Die
Préparate wurden an einem Kryomikrotom (Leica) in 6 pm Schnittdicke geschnitten, auf
Objekttrager aufgezogen (Superfrost, Neolab), luftgetrocknet und ebenfalls bei —80°C
gelagert oder direkt weiter verarbeitet.

3.5.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Untersuchungen zur subzelluldren und gewebespezifischen Expression und Lokalisation von
Proteinen wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Hierbei werden Zellen

im Gewebe permeabilisiert und alle Komponenten fixiert. Ausgesuchte Proteine werden von
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spezifischen Primarantikdrpern erkannt und diese Antigen-Antikérper-Komplexe werden
ihrerseits mit Fluorochrom-markierten, sekundéaren Antikorper detektiert, die gegen den
entsprechenden Primarantikdrper gerichtet sind.

Die Objekttrager mit Gefrierschnitten wurden in 100 % Methanol bei 4°C fir 1 min, danach
bei —20°C fiir 2 min in Aceton fixiert und anschlielend in PBS- rehydriert. Zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen wurden die Objekttrager fur 15 min in PBS- (0,1 % BSA)
inkubiert. Uberschiissiges Salz und Protein wurden durch kurze Inkubation in Wasser
entfernt. Im Anschluss wurden die Schnitte mit 30 pl der PrimdrantikOrper-Mischung benetzt
und in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Inkubation erfolgte entweder fur zwei Stunden
bei RT oder Giber Nacht bei 4°C. Anschlieend wurden die Préparate mit Wasser abgespult
und erneut zur Blockierung fur 15 min in PBS- (5 % Milchpulver, 0,02 % Tween) unter
leichtem Schitteln inkubiert. Die Inkubation mit Fluorochrom-gekoppelten, sekundéren
Antikorpern erfolgte schlieBlich lichtgeschutzt fur 40 min bei RT. Die Zellkerne wurden
gleichzeitig zur Sekundarantikorper-Reaktion mit Bisbenzimid (Hoechst, 20 pg/ml) gefarbt.
Nach erneutem Waschen in PBS (dreimal je 10 min im Dunkeln) wurden die Objekttrager
kurz in Wasser gespult, die Schnitte mit Permafluor (Immunotech) eingebettet, mit einem
Deckglas versehen und nach dem Trocknen bei 4°C gelagert.

Die Auswertung erfolgte an einem Fluoresmikroskop (Leica DM-R).

Tabelle 27: Primére Antikdrper fur die Immunfluoreszenz

Antigen Typ Verdinnung Hersteller Katalog-Nr.
Ki67 Maus, mk 1:20 Dianova Dia 505
Keratin 1/10 Maus, mk 1:100 Sigma C7284
Filaggrin Maus, mk 1:300 Cell Systems 5002
Involucrin Maus, mk 1:100 Sigma 19018
Loricrin Kaninchen, pk 1:400 D.Hohl |----eee-
Repetin Kaninchen, pk 1:100 M. Huber  |--------
Kollagen Typ IV | Kaninchen, pk 1:500 Heyl 302002000
Laminin (EHS) | Kaninchen, pk 1:100 Progen 10765
Laminin-5 Kaninchen, pk 1:500 Dr. Burgeson | --------
Perlecan Maus, mk 1:50 Chemicon MAB 458
Nidogen Kaninchen, pk | 1:300 Calbiochem 481978
Integrin a6 Ratte, mk 1:50 A. Sonnenberg | --------

CD 151 Maus, mk 1:50 Serotec MCA1856
BP 180 Kaninchen, pk 1:40 JCR.Jones  |--------
HD1 Maus, mk 1:100 K. Owaribe  |--------
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Tabelle 28: Sekundare Antikorper fur die Immunfluoreszenz

Spezifitat Fluorochrom Verdinnung Hersteller Katalog-Nr.
Ziege-Anti-Maus | Alexa 488(grun) |1:800 Molecular Probes | A-11029
Ziege-Anti-Maus | Alexa 568(rot) | 1:800 Molecular Probes | A-11031
Esel-Anti-Ratte | Cy3 1:800 Dianova 712-166-153
Zlege-Anti- Alexa 546 1:800 Molecular Probes | A11018
Kaninchen

Zlege-Anti- TXR 1:100 Dianova 111-076-045
Kaninchen

3.5 Nachweis von Proteinkomplexen

Die Immunkoprazipitation ist eine Methode, die erlaubt nicht nur separate Proteine, sondern
auch Protein-Komplexe aus einem Zell-Lysat zu isolieren und damit Protein-Interaktionen
nachzuweisen. Die Methode basiert auf der Bindung zwischen Proteinen und spezifischen
Antikorpern. Die gebildeten Antikorper-Antigen Komplexe kénnen dann durch Inkubation
mit unléslichen Formen von Antikérper-Bindungsproteinen, wie Protein A oder G, aus dem
Lysat entfernt werden. Gangige Trager sind Agarose- oder Sepharose-,,Beads” (Mikro-
Kigelchen) als Gel-Suspension. Durch Verwendung von Lyse-Puffern mit schwachen
Detergenzien kann zudem erreicht werden, dass die Bindungen in Komplexen mehrerer

Proteine intakt bleiben und somit auch kompliziertere Strukturen isoliert werden kénnen.

3.5.1 Lyse der Zellen

Die konfluenten, in Monolayer gewachsenen Zellen wurden direkt vor der Lyse fur 15 und 30
Minuten mit Insulin (8,41 mM, Sigma) stimuliert. Als Kontrolle (0-Wert) wurden die Zellen
ohne Stimulation verwendet. Die Kulturschalen wurden zweimal mit eis-kaltem PBS
abgespult und die Zellen mechanisch mit einem Zellschaber in 400 — 500 pl IP-Lysepuffer
abgeldst. Das Zell-Lysat wurde durch Pipettieren in eine Zell-Suspension tberfuhrt, direkt im
Anschluss 1 h auf Eis inkubiert und danach abzentrifugiert (10000 g, 30 min, 4°C, Biofuge
15R, Heraeus). Der klare Uberstand wurde abgenommen und bei —80°C gelagert oder sofort
weiter verwendet. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Bradford-
Methode (siehe 3.3.2). Proteinmengen von 200 — 400 pg wurden fur die Immun-

koprazipitation eingesetzt.
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Tabelle 29: Zusammensetzung von IP-Lysepuffer

Losung Zusammensetzung Hersteller

IP-Lysepuffer PBS Serva
EDTA 1 mM Gerbu
Triton X-100 10 % Sigma

Protease-Inhibitoren Leupeptin 1 pg/ml Roche
Pepstatin lpg/mi Roche
Aprotinin 1 pg/ml Roche
Natriumorthovanadat 100 mM Serva
Pefablock 10 mM Roche

3.5.2 Koprazipitation

Fur die Prézipitation der gewinschten Protein-Komplexe aus dem Zell-Lysat wurden die
entsprechenden primdren Antikorper verwendet, die an die nativen Proteinstrukturen binden.
Die notwendige Menge des Zell-Lysates wurde entnommen und anschlieBend mit 3 — 5 pl des
entsprechenden Antikorpers fir 1 Stunde auf Eis inkubiert. Die eingesetzte Antikorper-

Konzentration richtete sich nach den Angaben des Herstellers.

Tabelle 30: Primére Antikorper fir Immun-Koprazipitation

: Eingesetzte Menge Katalog-
Antigen Typ (pr3300 mg Pro'?ein) Hersteller NI g
Insulin Rezeptor | Kaninchen, pk |4 ul Biomol 06-492
IGF1-Receptor |Kaninchen, pk |4 ul Biomol 06-429
Phosphotyrosine | Maus, mk 4 ul Biomol 05-321

Fur die Prézipitation der Antikorper-Protein-Komplexe aus dem Zell-Lysat wurden A/G Plus
Agarose-,,Beads” (Santa Cruz) verwendet. Eine entsprechende Menge dieser Suspension (5 %
des Endvolumens) wurde entnommen und einmal mit IP-Lysepuffer mit 0,1 % BSA und
dreimal mit IP-Lysepuffer gewaschen. Diese ,,Beads” wurden zu den Proben gegeben und
uber Nacht bei 4°C inkubiert (rotieren Uber Kopf). Nach der Inkubation wurden die Protein-
Agarose-Aggregate abzentrifugiert (1000 g, 3 min, 4°C, Biofuge 15R, Heraeus) und einmal
mit IP-Lysepuffer gewaschen. Die prazipitierten Protein-Komplexe wurden durch Aufkochen
im 1x-Probenpuffer (5 min) eluiert, mit der SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennt und die

Einzelkomponenten mit Western Blot detektiert (siehe 3.3.3).

3.6 Dichte-Gradienten-Zentrifugation

Durch Dichte-Gradienten-Zentrifugation lassen sich Zellkomponenten nach ihrer Schwebe-
dichte auftrennen. Hierbei wird die Probe in einem steilen Gradienten sedimentiert, der haufig

aus hochkonzentrierter Zuckerlosung aufgebaut ist. Im Gradienten wandern die einzelnen
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Komponenten bis zu dem Punkt, der ihrer eigenen Dichte entspricht. Die unten beschriebene
Natrium-Carbonat Methode wurde etabliert fur die Isolierung der ,Lipid Rafts“ aus den

Zellmembranen unter Vermeidung von Detergenzien.

3.6.1 Zell-Lyse und Zentrifugation

Die konfluenten, in Monolayer gewachsenen Zellen wurden direkt vor der Lyse fir 30
Minuten mit Insulin (8,41 mM, Sigma) stimuliert. Als Kontrolle wurden Zellen ohne Insulin
Stimulation verwendet. Die Kulturschalen wurden zweimal mit eis-kaltem PBS gespult und
mechanisch mit einem Zellschaber in 2 ml DG-Lysepuffer abgeldst, anschlieend mit einem
Ultraschal-Sonicator (Sonifer cell disrupter B15, 6 Pulse je 20 s) homogenisiert und 30 min
auf Eis inkubiert. Ein Volumen von 2 ml der homogenisierten Proben wurde mit dem
gleichen Volumen 90 %-iger Sucrose (in MBS) gemischt (Sucrose-Endkonzentration 45 %).
Die Suspension wurde in ein Zentrifugenrohrchen gegeben (Polyclear, 14 x 95mm,
Beckmann) und mit einem 5-35 % diskontinuerlichem Sucrose-Gradient Uberschichtet (4 ml
35 % Sucrose in MBS + 0,25 M Na,CO3 und 4 ml 5 % Sucrose in MBS + 0,25 M Na,COs).
Die Zentrifugation erfolgte in einem SW-40 Rotor (Beckmann) bei 36.000 rpm und 4°C fur
24 Stunden. Nach der Zentrifugation wurden 12 Fraktionen (je 1 ml) gesammelt und die
Proteinkonzentration flr jede Fraktion wurde mittels der Bradford-Methode gemessen (s.
3.3.2).

Tabelle 31: Losungen und Chemikalien fiir Dichte Gradienten Zentrifugation

Losungen/Chemikalien | Zusammensetzung Hersteller
DG-Lysepuffer Na,COs, pH 11 05M AppliChem
Protease-Inhibitoren:
Leupeptin 1 pg/ml Roche
Pepstatin 1pg/ml Roche
Aprotinin 1 pg/ml Roche
Natriumorthovanadat 100 mM Serva
Pefablock 10 mM Roche
MBS (Mes-buffered Mes, pH 6,5 25 mM Sigma
saline) NaCl 0,15 M Fluca
Sucrose Merck
Na,COs AppliChem

3.6.2 Protein Fallung

Die Menge von 20 — 40 pg Protein wurde von jeder Fraktion entnommen und mit
Trichloraceticsdure (TCA)-Methode geféllt. Zu jeder Probe wurde 12,5 % TCA gegeben, die
Mischung 1 h bei -20°C inkubiert und anschliefend 20 min bei 4°C und 15000 rpm



MATERIAL UND METHODEN 69

zentrifugiert (Biofuge 15R, Heraeus). Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet mit -20°C kaltem Aceton gewaschen. Die Proben wurden erneut
zentrifugiert (15 min, 4°C, 15000 rpm). AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und
das Pellet in 20 pl von 1x Probenpuffer geldst. Die Proteine wurden durch Aufkochen (97°C,
5 min) denaturiert, mit der SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mittels Western Blot

analysiert (siehe 3.3.3).

Tabelle 32: Verwendeten Chemikalien fiir Protein Fallung

Chemikalien Zusammensetzung Hersteller
TCA, 6,1N Sigma
Aceton Fisher Scientific
1x Probenpuffer 2x Probenpuffer (s. 3.3.3)

1:2 mit Wasser verdinnt




70

4 Ergebnisse
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4.1 Transiente Transfektion von HaCaT K6 Keratinozyten mit IR
und IGF-1R siRNA

4.1.1 Reduktionseffekt von verschiedenen siRNA Sequenzen auf IR und
IGF-1R Expression

Die siRNA-Methode ist eine der neusten Methoden, die eine gezielte Suppression der
spezifischen Gene ermdglicht. Die kleinen, meistens 21 nt langen siRNA-Molekile dienen
dabei als Primer, die komplementare mRNAs markieren und dadurch ihre Degradation
verursachen. Da siRNAs sehr kurz sind, existieren innerhalb eines Gens viele mdgliche
Sequenzen, die den Kriterien fir die siRNAs entsprechen (siehe 3.2.1). Verschiedene siRNA
Sequenzen haben eine unterschiedliche Effizienz bei der Reduktion des mRNA Levels. So ist
laut Ambion nur die Hélfte der theoretisch moglichen siRNA Sequenzen in der Lage, die
Konzentration der entsprechenden mRNA um mindestens 50 % zu senken und nur ein
Viertel der sSiRNAs um 75-90 %.

Aus 45 Sequenzen fur IR und 32 siRNA Sequenzen fiir IGF-1R, die allen Kriterien (siehe
3.2.1) entsprachen und keine Homologie zu anderen Genen des humanen Genoms aufwiesen,
wurden nach dem Zufallsprinzip je 10 Sequenzen pro Gen ausgewéhlt und synthetisiert. Bei
der Auswahl der siRNA Sequenzen musste auch ihre Position auf den RNA Molekilen
beriicksichtigt werden. Mehrere mRNA-Abschnitte konnen schwer zuganglich fir siRNA-
Molekdile sein, einmal wegen einer komplexen Struktur oder potentieller Bindungsstellen fir
regulatorische Proteine. So wurden siRNA Sequenzen ausgewéhlt, die am Anfang, in der
Mitte und am Ende der Zielgene lagen. Um die Effektivitat dieser Sequenzen zu tberprifen,
wurden transiente Transfektionsexperimente durchgefuhrt. Die Suppression-Effizienz wurde
durch die Analyse der Rezeptor-Protein-Expression nachgewiesen. An drei Zeitpunkten (24,
48 und 72 Stunden nach der Transfektion) wurden die transfizierten Zellen lysiert und IR und
IGF-1R Expression mittels Western Blot analysiert. Als Expressions- und Ladungskontrolle
diente bei allen Blots der Proteinnachweis der Cytokeratine mittels spezifischer Antikorper.
Die Intensitat der Western Blot-Banden wurde mit dem Programm Chemilmager 4400
(Alpha Innotech) gemessen und in Prozent umgerechnet, wobei der Wert der Kontrollen als
100 % genommen wurde.

Die Transfektionsexperimente mit den 10 ausgewahlten IR siRNA Sequenzen zeigten, dass
vier Sequenzen keinen Effekt auf die Rezeptor-Expression hatten (Tabelle 33, Gruppe A).
Bei den vier anderen Sequenzen (Tabelle 33, Gruppe B) konnte nach 24 h Behandlung keine

Reduktion der IR Expression festgestellt werden, nach 48 und 72 h aber jeweils um 30 %
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(bei 20 nM) und 70 % (bei 100 nM). Bei den zwei restlichen Sequenzen (siRNA_IR_200 und
SsiRNA_IR_604) ergab sich ein praktisch identischer Verlauf (Tabelle 33, Gruppe C). So
wurde die IR Expression nach 24 h sowie 48 h Behandlung mit 20 nM siRNA um ca. 25 %
und erst nach 72 h um 70 % reduziert. Auch bei 100 nM siRNA war der Effekt zunéchst
moderat (50 % nach 24 h), aber nach 48 h und 72 h sehr stark ausgepréagt mit einer Reduktion
um 70 %, beziehungsweise 90 % (Tabelle 33, Abb. 16, A).

Tabelle 33: Reduktion der IR Expression bei Anwendung verschiedener siRNA Sequenzen

Reduktion der IR Expression, %

Zeit nach Transfektion 24 h 48 h 72 h

SiRNA Konzentration |20 nM 100nM |20 nM 100nM |20 nM 100 nM

Gruppe A:

4 siRNA Sequenzen 0 0 0 0 0 0

Gruppe B: 0 0 0 0

4 SIRNA Sequenzen 0 0 30 % 70 % 30 % 70 %

Gruppe C:

SiRNA_IR_200 25 % 50 % 25 % 70 % 70 % 90 %

siRNA IR 604

Tabelle 34: Reduktion der IGF-1R Expression bei Anwendung verschiedener siRNA Sequenzen
Reduktion der IGF-1R Expression, %

Zeit nach Transfektion 24 h 48 h 72 h

SsiRNA Konzentration |20 nM 100 nM |20 nM 100nM |20 nM 100 nM

Gruppe A:

2 siRNA Sequenzen 0 0 0 0 0 0

Gruppe B: 0

3 siRNA Sequenzen 0 0 0 0 0 S0 %

Gruppe C: 0 0 0 0 0 0

3 siRNA Sequenzen 65 % 65 % 65 % 70 % 65 % 75 %

Gruppe D:

siRNA_IGF-1R_1503 20 % 70 % 95 % 95 % 95 % 95 %

SiIRNA IGF-1R 1585

Die Auswertung der Transfektionsexperimenten mit IGF-1R siRNA Sequenzen zeigte, dass
von den 10 ausgewdhlten Sequenzen zwei siRNAs keinen Effekt auf die Rezeptor-Expression
hatten (Tabelle 34, Gruppe A). Bei den anderen drei Sequenzen (Tabelle 34, Gruppe B) konnte
eine Reduktion um ca. 50 % festgestellt werden, allerdings erst 72 h nach der Transfektion mit
hochster sSiRNA Konzentration von 100 nM. Eine niedrigere siRNA Konzentration (20 nM)
hatte keinen messbaren Effekt. Drei weitere sSiRNA Sequenzen (Tabelle 34, Gruppe C) zeigten
eine deutlich starkere Reduzierung der IGF-1R Expression und zwar schon nach 24 h sowohl
mit 20 nM als auch 100 nM sSiRNA um ca. 65 %. Lediglich bei der hohen SiRNA
Konzentration (100 nM) kam es zu einer noch starkeren Reduktion, und zwar nach 48 h um 70
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% und nach 72 h um 75 %. Zwei Sequenzen (SiRNA_IGF-1R_1503 und siRNA_IGF-
1R 1585) (Tabelle 34, Gruppe D) zeigten eine besonderes hohe Effizienz. Zwar zeigte sich
nach 24 h Behandlung mit 20 nM siRNA eine Reduktion um 20 %, wobei 100 nM siRNA zu
einer 70%-igen Reduktion flhrte. Zu spateren Zeitpunkten kam es bei beiden Konzentrationen
zu einem sehr starken ,,Knock-Down* von IGF-1R (Tabelle 34, Abb. 16, B).

24 h 48 h 72 h
Kon Kon Kon
siRNA Konzentration, nM | 0 | 20 | 100 0 | 20 |1OO 0 | 20 |100
. - IR
SIRNA_IR_200 | s - -

100kDa

e

SIRNA_IR_604 .. - ‘ - . 10(I)IEDa

Cytokeratine

50kDa

A

24 h 48 h 72 h
Kon Kon Kon

siRNA Konzentration, nM 0 | 20 |100 0 | 20 |100 0 | 20 |100

SIRNA_IGF-1R_1503 ™% s - - IGF-1R
105kDa

SIRNA_IGF-1R_1585 M S = w G- wy (0%

Cytokeratine
50kDa

B

Abbildung 16: Protein-Expression in HaCaT-Zellen nach der transienten Transfektion mit IR (A) und IGF-1R
(B) siRNAs. Kontrollen mit nicht transfizierten Zellen (Kon) bei den drei Zeitpunkten. Ladungskontrolle mittels
Bestimmung der Cytokeratine-Expression.

Die in den Transfektionsexperimenten eingesetzten siRNA Sequenzen zeigten eine grofRe
Divergenz in ihrer Suppression-Effizienz. So zeigten manche Sequenzen keinen Effekt auf
die Protein-Expression, wobei die anderen Sequenzen fast den kompletten ,,Knock-Down*

des Proteins bewirkten. Auch der Zeitpunkt, an dem die siRNAs ihre Wirkung optimal
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entfalten konnten, variierte sehr stark innerhalb der untersuchten Sequenzen. Die Behandlung
der Zellen mit einigen Sequenzen fiihrte schon nach 24 h zu einer signifikanten Reduktion der
Protein-Expression, wobei andere Sequenzen nur nach 72 h einen Suppressions-Effekt
hervorriefen. Gemeinsam fur alle Sequenzen flhrte die Anwendung der héheren siRNA

Konzentration zu einer starkeren Herunterregulation der Protein-Expression.

4.1.2 Beeinflussung der Zell-Zahl durch transiente Transfektion von
HaCaT-Zellen mit IR oder IGF-1R siRNA

IR und IGF-1R spielen eine groRe Rolle bei vielen metabolischen und mitogenen zelluléren
Prozessen. Die Suppression dieser Rezeptoren kann dazu fuhren, dass die transfizierten Zellen
auf die Dauer nicht Uberleben und fur die Langzeit-Versuche nicht geeignet sind. Auch die
Tatsache, dass bei den transienten Transfektionsexperimenten eine grofe Zahl von
absterbenden Zellen beobachtet werden konnte, sprach dafir, dass der ,,Knock-Down* von IR
und, insbesondere, IGF-1R stark das Wachstumsverhalten und Proliferationsvermdgen der
Zellen beeinflusste. Um diesen Effekt genauer zu bestimmen, wurde daher zun&chst die
Wachstumskinetik der transient supprimierten Zellen untersucht. Hierfir wurden die Zellen
auf Objekttragern ausgesat (2x 10° Zellen/Objekttrager) und nach 24 h mit 100 nM IR
(SiRNA_IR_200 und siRNA_IR_604) oder IGF-1R (SiRNA_IGF-1R_1503 und siRNA_IGF-
1R _1585) siRNA transient transfiziert (siehe 3.2.3 und 3.2.6). Nach drei Zeitpunkten (24, 48
und 72 h nach Transfektion) wurden die Objekttrager entnommen, fixiert und mit dem Kern-
Farbstoff Bisbenzimid (Hoechst) inkubiert (siehe 3.2.6). Die Anzahl der geférbten intakten
Kerne entsprach dabei der Zell-Zahl. Der Intensitét der positiven Fluoreszenz-Signale wurde
mit dem Programm ,,AnalySIS* gemessen (zehn Felder pro Objekttrager) und ausgewertet.
Die erhaltenen Werte von Kontroll- und transient transfizierten Zellen wurden in Prozent
umgerechnet und in Bezug zum ,,24 h-Wert“ der Kontrollen (100 %) gesetzt.

Schon nach 24 h Behandlung mit IR und IGF-1R siRNAs war die Zell-Zahl bei allen
Ansatzen deutlich reduziert im Vergleich zur Kontrolle. Am starksten war die Reduktion bei
den mit IR siRNAs transfizierten Zellen. Nach 48 h stieg die Zahl der Kontroll-Zellen auf 117
%. Dagegen zeigten alle vier Transfektionsansétze eine erneute Reduktion der Zell-Zahl. Und
wieder waren es die mit IR siRNA transfizierten Zellen, deren Zell-Zahl am stérksten
gesunken war. Nach 72 h erhoéhte sich die Zell-Zahl der Kontroll-Zellen auf 140 %. Im
Gegensatz dazu sank die Zell-Zahl der transfizierten Zellen auf 20-40 %, wobei die
Reduktion bei den beiden mit IGF-1R siRNAs behandelten Ansédtzen am stérksten ausgepragt
war. Auch die Zell-Zahl bei den mit siRNA IR 200 transfizierten Zellen war erheblich
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gesunken. Nur bei den mit siRNA_IR_604 transfizierten Zellen hat sich die Zell-Zahl kaum
veréndert (Abb. 17).

160

—<¢— Kontrolle
—=— R 200

IR 604
—8— IGF-1R 1503
—¥— IGF1R 1585

24h 48 h 72h

Abbildung 17: Die Verénderung der Zell-Zahl in Kontrollen und IR oder IGF-1R transient
supprimierten Zellen.
Das Wachstum einer Zell-Population ist ein komplizierter Prozess, der nicht durch Zell-Zahl
allein charakterisiert werden kann. Viel mehr spielt die Balance zwischen Proliferation und
Absterben der Zellen eine entscheidende Rolle. Eine sinkende Zell-Zahl bedeutet nicht immer
eine Reduktion der Proliferation, sondern kann auch auf steigende Apoptose oder, im Fall von
Keratinozyten, auf die Erhéhung der terminalen Differenzierung hindeuten.
Um diese Fragen zu klaren wurden bei den Zellen mit transient supprimiertem IR oder IGF-

1R Proliferation, Apoptose und Differenzierung untersucht.

4.1.3 Analyse der Proliferation bei HaCaT-Zellen transient transfiziert mit
IR und IGF-1R siRNA

Insulin und besonders IGF-1 wirken als positive Regulatoren der Proliferation (Tsao et al.,
1982; Neely et al., 1991; Edmondson et al., 2001). Um festzustellen ob der ,,Knock-Down*
des IR oder IGF-1R in den HaCaT-Zellen die proliferativen Prozesse beeinflusst, wurde
Immunofluoreszenz-Analyse mit dem Antikorper Ki-67 durchgefuhrt (siehe 3.2.6). Das Ki67-
Antigen ist hauptséchlich wahrend den aktiven Phasen des Zell-Zyklus (G1, S, G2 und M-
Phasen) exprimiert und ist nicht in den ruhenden Zellen in der GO-Phase vorhanden (Traut et
al., 2002). Die Zellen wurden auf Objekttragern ausgesat (2x 10° Zellen/Objekttrager) und
nach 24 h mit 100 nM IR (SiRNA_IR_200 und siRNA_IR_604) oder IGF-1R (SiRNA_IGF-
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1R 1503 und siRNA_IGF-1R_1585) siRNAs transient transfiziert (siehe 3.2.3 und 3.2.6).
Nach drei Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach Transfektion) wurden die Objekttrager
entnommen, fixiert und mit den entsprechenden Primér- und Sekundar-Antikdrpern inkubiert
(siehe 3.2.6 und 3.5.3). Die Intensitét der positiven Fluoreszenz-Signale wurde dann mit dem
Programm ,,AnalySIS* gemessen (zehn Felder pro Objekttrager) und in Bezug zur
Kenférbung ausgewertet.

Um die Proliferations-Raten zwischen verschiedenen Ansatzen zu vergleichen, wurden die
Werte fir jeden Zeitpunkt zusammengefasst, in Prozent umgerechnet und auf die Werte der
jeweiligen Kontrollen (100 %) bezogen. Nach 24 h Behandlung mit IR siRNAs blieb die
Proliferations-Rate bei den beiden Ansétzen vergleichbar zu den Kontroll-Zellen. Die
Transfektion mit IGF-1R siRNAs bewirkte nur eine relativ leichte Abnahme der Proliferation
nach 24 h und zwar auf 75 % bei siRNA_IGF-1R_1503 und auf 55 % bei siRNA_IGF-
1R _1585. 48 h nach der Transfektion waren die Proliferations-Raten sowohl bei den mit IR
siRNAs als auch mit IGF-1R siRNAs behandelten Zellen stark reduziert und zwar auf 20-40
% der Kontroll-Werte (Abb. 18 und 19).

24h

Abbildung 18: Proliferierende Zellen in Kontrollen und transient transfizierten Zellen (sSiRNA_IR_604) 24, 48
und 72 h nach der Transfektion. Immunfluoreszenz-Farbung auf proliferierende Zellen (Ki-67-Farbung, rot) und
Kerne (blau). Proliferierende Zellen sind intensiv rosa gefarbt. 20x VergréRerung.

HaCaT K6-Kontrolle

SiRNA_IR_604
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Abbildung 19: Analyse der Intensitét der Proliferations-Signale in Kontrollen und Zellen transient
transfiziert mit IR und IGF-1R siRNAs an drei verschiedenen Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach
Transfektion). Mann-Whitney Test: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

Nach 72 h Behandlung sank der Zahl der proliferierenden Zellen bei siRNA_IR_200 nur auf
60 %, wobei die Transfektion mit sSiRNA_IR_604 einen Abstieg der Proliferation auf 40 %
bewirkte. Die mit IGF-1R siRNAs transfizierten Zellen zeigten in den beiden Ansétzen eine
drastische Abnahme der Proliferations-Raten auf ca. 30 % (Abb. 18 und 19).

Um den zeitlichen Verlauf der Proliferation bei den Kontroll- und transient transfizierten
Zellen darzustellen, wurden alle Werte in Prozent umgerechnet und in Bezug auf den ,,24 h-
Wert* bei den Kontrollen gesetzt, der als 100 % betrachtet wurde.

Die Ergebnisse zeigten, dass in den Kontrollen die Zahl der proliferierenden Zellen nach 48 h
Kultivierung unverandert blieb und erst nach 72 h deutlich auf ca. 140 % anstieg (Abb. 20).
Die Transfektion mit den beiden IR siRNA hatte nach 24 h noch keinen Einfluss auf die
Proliferations-Rate und fuhrte nach 48 h zu einer starken Reduktion der Proliferation auf ca.
40 %. Allerdings stieg nach 72 h Behandlung die Proliferations-Rate bei siRNA_IR_200
wieder auf 60 %, wogegen die Proliferation bei sSiRNA _IR_604 leicht gesunken war (Abb.
20).

Die Transfektion mit sSiRNA_IGF-1R_1503 und siRNA_IGF-1R_1585 fiihrte schon nach 24 h
zu einer Reduktion der Proliferations-Rate und zwar auf ca. 80 % bei sSiRNA IGF-1R_1503
und auf ca. 60 % bei siRNA _IGF-1R _1585. Auch nach 48 h Behandlung konnte eine
deutliche Abnahme der Proliferation auf 60 % bei sSiRNA_IGF-1R_1503 und auf ca. 30 % bei
siRNA_IGF-1R_1585 festgestellt werden. Nach 72 h sank schlieRlich die Zahl der positiven



ERGEBNISSE 78

Signale bei siRNA_IGF-1R_1503 auf ca. 30 %, wogegen sich die Proliferations-Raten bei
SiRNA_IGF-1R_1585 nicht veréndert hatten (Abb. 20).
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf der Proliferation in Kontrollen und IR oder IGF-1R transient
supprimierten Zellen.

Zusammengefasst, fuhrt der ,,Knock-Down* des IR und mehr noch des IGF-1R in HaCaT-
Zellen zu einer starken Reduktion der Proliferation. Die Suppression des IR mit
SiIRNA_IR_200 fihrte zu einem Minimum der Proliferations-Rate nach 48 h und zu einem
Anstieg der Proliferation nach 72 h Behandlung. Dagegen fiihrte die Transfektion mit
siRNA_IR_604 zu einer starken Reduktion der Proliferation, allerdings erst nach 48 h.

Der ,,Knock-Down* des IGF-1R fihrte bei den beiden siRNA Sequenzen schon nach 24 h zu
einer deutlichen Reduktion der Proliferation. Auch zu den spéteren Zeitpunkten fiel die Zahl
der proliferierenden Zellen weiter ab.

Die erhaltenen Befunde deuten darauf hin, dass in HaCaT-Zellen unter diesen
experimentellen Bedingungen IR und besonders IGF-1R eine wichtige Rolle bei der

Regulation der Proliferation spielen.

4.1.4 Analyse der Apoptose bei HaCaT-Zellen transient transfiziert mit IR
und IGF-1R siRNA

Insulin und besonders IGF-1 spielen eine grof’e Rolle bei Apoptose, wobei die beiden
Faktoren als apoptotische Inhibitoren fungieren (Baserga et al., 2003; Plum et al., 2005). Um
festzustellen ob der ,Knock-Down* des IR oder IGF-1R in den HaCaT-Zellen die
apoptotischen Prozesse beeinflusst, wurden Apoptose-Assays durchgefuhrt. Hierflr wurden
die Zellen auf Objekttragern ausgesat (2x 10° Zellen/Objekttrager) und nach 24 h mit 100 nM
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IR (siRNA_IR_200 und siRNA_IR 604) oder IGF-1R (siRNA_IGF-1R_1503 und
SiRNA _IGF-1R_1585) siRNAs transient transfiziert (siehe 3.2.3 und 3.2.5). Nach drei
Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach Transfektion) wurden die Objekttrager entnommen, fixiert
und mit dem TUNEL-Assay auf den Gehalt an apoptotischen Zellen untersucht (siehe 3.2.5).
Das TUNEL-Assay detektiert Briiche in DNA-Strangen, die wéhrend der Apoptose generiert
werden, und basiert sich auf einer Reaktion, bei der das Enzym Terminale Deoxynukleotidyl
Transferase (TdT) die markierten Nukleotide in den Bruchstellen der DNA-Strange einbaut.
Die Intensitat der positiven Signale wurde mit dem Programm ,,AnalySIS“ gemessen (zehn
Felder pro Objekttréger) und in Bezug zur Kernfarbung ausgewertet.

Um die Apoptose-Raten zwischen verschiedenen Ansétzen zu vergleichen, wurden die Werte
fir jeden Zeitpunkt zusammengefasst, in Prozent umgerechnet und auf die Werte der
jeweiligen Kontrollen (100 %) bezogen. Nach 24 h Behandlung mit IR siRNAs zeigten beide
Ansdtze erhohte Apoptose-Raten. Dabei stieg die Intensitét der positiven Signale auf 370 %
bei siRNA IR 200 und auf 170 % bei siRNA_IR_604. Auch die Transfektion mit IGF-1R
siRNAs bewirkte eine Erhéhung der Apoptose schon nach 24 h und zwar auf 270 % bei
SIRNA_IGF-1R_1503 und auf 440 % bei siRNA_IGF-1R_1585.

HaCaT K6-Kontrolle

Abbildung 21: Apoptotische Signale in Kontrollen und transient transfizierten Zellen (siRNA_IR_604) 24, 48
und 72 h nach der Transfektion. Immunfluoreszenz-Farbung auf apoptotische Zellen (TUNEL-Férbung, rot),
Pan-Keratin (grin) und Kerne (blau). 20x VergroRerung.
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Abbildung 22: Analyse der Intensitat der apoptotischen Signale in Kontrollen und Zellen transient
transfiziert mit IR und IGF-1R siRNAs an drei verschiedenen Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach
Transfektion). Mann-Whitney Test: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

48 h nach der Transfektion waren die Apoptose-Raten bei den mit IR siRNAs behandelten
Zellen vergleichbar mit den Kontrollen. Bei den mit IGF-1R siRNAs transfizierten Zellen
wurde die Zahl der apoptotischen Zellen auf 300 % (siRNA_IGF-1R_1503) und 400 %
(SIRNA_IGF-1R_1585) erhoht. Nach 72 h Behandlung stieg die Apoptose-Rate bei
SiIRNA_IR_200 nur auf 200 %, wogegen bei den mit SIRNA_IR_604 behandelten Zellen die
Apoptose auf 570 % anstieg. Die mit IGF-1R siRNAs transfizierten Zellen zeigten in den
beiden Ansétzen eine drastische Erhéhung der Apoptose auf ca. 650 % (Abb. 21 und 22).

Um den zeitlichen Verlauf der Apoptose bei den Kontroll- und transient transfizierten Zellen
darzustellen, wurden alle Werte in Prozent umgerechnet und in Bezug auf den ,,24 h-Wert*
bei den Kontrollen (100 %) gesetzt.

Die Ergebnisse zeigten, dass in den Kontrollen die urspriinglich geringe Zahl der
apoptotischen Zellen nach 48 und 72 h Kultivierung nur leicht zunahm (Abb. 23).

Die Transfektion mit SIRNA_IR_200 fuhrte schon nach 24 h zu einer erheblichen Steigerung
der Apoptose-Rate auf 350 %. Dieser Wert stieg nach 48 h nur leicht und nach 72 h auf 800
% an (Abb. 23). Bei der Behandlung der Zellen mit siRNA_IR_604 war die Zahl der
positiven Signale nach 24 h vergleichbar mit den Kontrollen, stieg nach 48 h auf 400 % und
nach 72 h auf 2200 % an (Abb. 23). Die Transfektion mit siRNA_IGF-1R_1503 und
SIRNA_IGF-1R_1585 fiihrte nach 24 h zu einer Erhdhung der Apoptose-Rate auf 250 % und
450 %, nach 48 h auf 920 % und 1200 %, nach 72 h Behandlung schlief3lich auf ca. 2500 %
(Abb. 23).
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Abbildung 23: Zeitlicher Verlauf der Apoptose in Kontrollen und IR oder IGF-1R transient
supprimierten Zellen.

Zusammengefasst, fuhrt der ,,Knock-Down* des IR und mehr noch des IGF-1R in HaCaT-
Zellen zu einer starken Erhohung der Apoptose.

Die Suppression des IR mit siRNA IR 200 bewirkte nur eine milde Steigerung des
apoptotischen Prozesses. Dagegen fuhrte die Transfektion mit siRNA _IR_604 zu einer
starken Erh6hung der Apoptose, allerdings erst im spateren Stadium (72 h).

Der ,,Knock-Down* des IGF-1R fihrte bei den beiden siRNA Sequenzen schon nach 24 h zu
einer deutlichen Erhéhung der Apoptose. Zu den spéteren Zeitpunkten stieg die Zahl der
apoptotischen Zellen stetig weiter an.

Daraus folgt, dass in HaCaT-Zellen unter diesen experimentellen Bedingungen IR und

besonders IGF-1R als starke apoptotische Inhibitoren fungieren.

4.1.5 Beeinflussung der Differenzierung durch transiente Transfektion von
HaCaT-Zellen mit IR oder IGF-1R siRNA

Die Differenzierung epidermaler Zellen ist ein komplexer und dynamischer Prozess, der
durch viele Wachstumsfaktoren reguliert wird, unter anderem durch Insulin und IGF-1
(Wertheimer et al., 2000; Sadagurski et al., in press). Jedes Stadium im
Differenzierungsprozess ist durch Expression bestimmter Proteine charakterisiert. So wird
Keratin 1/10 mit Einsetzen des Differenzierungsprozesses exprimiert, wogegen die

Expression beispielweise von Loricrin und Filaggrin in spateren Stadien erfolgt.
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Im Fall der HaCaT-Zellen, transient supprimiert mit IR oder IGF-1R siRNAs, wurde Keratin
1/10, als fruher, und Filaggrin, als spater Differenzierungs-Marker analysiert.

Hierzu wurden die Zellen auf Objekttragern ausgesat (2x 10° Zellen/Objekttrager) und nach
24 h mit 100 nM IR (SiRNA_IR_200 und SiRNA_IR_604) oder IGF-1R (SiRNA_IGF-
1R 1503 und siRNA_IGF-1R_1585) siRNA transient transfiziert (siehe 3.2.3 und 3.2.6).
Nach drei Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach Transfektion) wurden die Objekttrager
entnommen, fixiert und mit den entsprechenden Primér- und Sekundar-Antikdrpern inkubiert
(siehe 3.2.6 und 3.5.3). Die Intensitét der positiven Fluoreszenz-Signale wurde dann mit dem
Programm ,AnalySIS* gemessen (zehn Felder pro Objekttrager) und in Bezug zur

Kenférbung ausgewertet.

Schon die Beobachtungen der Immuno-Fluoreszenz-Féarbung der Kerne zeigten deutliche
Unterschiede in dem Differenzierungsablauf bei den Kontrollen und IR-supprimierten Zellen.
Bei den mit IR siRNA transfizierten Zellen konnten oft die Ansammlungen von kleinen
Kernen, welche sich Uber den angehefteten Zellen befanden, beobachtet werden (Abb. 24).
Die Bildung von solchen ,,Schuppen® ist fur die Zellen in der terminalen Differenzierung
charakteristisch und deutet auf eine starke Parakeratose hin. Sowohl bei den Kontrollen als
auch bei den IGF-1R-supprimierten Zellen konnten solche Kern-Ansammlungen nur selten

festgestellt werden.

Ansammlung von parakeratotischen Kernen

Abbildung 24: Ansammlungen von parakeratotischen Kernen bei den IR transient
supprimierten Zellen. 10x Vergroferung.

Expression des Keratins 1/10
Um den Veranderungen vom Keratin 1/10 (K1/10) in den Kontrollen und transfizierten Zellen
Rechnung zu tragen, wurde der K1/10-Gehalt an den drei Zeitpunkten direkt verglichen.



ERGEBNISSE

Hierbei wurden die Werte fur jeden Zeitpunkt in Prozent umgerechnet und zwar in Bezug zu
den Werten der jeweiligen Kontrollen, die zu 100 % gesetzt wurden.

Nach 24 h Behandlung zeigten alle IR und IGF-1R supprimierten Zellen eine ca. 50 %-ige

Reduktion des K1/10-Gehalts (Abb. 25 und 26).

HaCaT K6-Ko

Abbildung 25: Die Expression des Keratins 1/10 in Kontrollen und transient transfizierten Zellen
(SIRNA_IR_604) 24, 48 und 72 h nach der Transfektion. Immunfluoreszenz-Férbung auf K1/10 (griin) und

ntrolle

Kerne (blau). 10x Vergroferung.

E

£

250

Kk 250

200

2 150

K%k

200 —

**k
= £ 150

100 100
) ) i
0 o

*%k

EOOEO

24 h 48 h

72h

Zeit nach der Transfektion

Kontrolle
siRNA_IR_200
siRNA_IR_604
siRNA_IGF-1R_1503
siRNA_IGF-1R_1585

Abbildung 26: Analyse der K1/10-Expression in Kontrollen und Zellen transient transfiziert mit IR und
IGF-1R siRNAs an drei verschiedenen Zeitpunkten. Mann-Whitney Test: *: p<0,05; **: p<0,01; ***:

p<0,001.
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48 h nach Transfektion war der K1/10-Gehalt in den IR supprimierten Zellen leicht
angestiegen. Dagegen enthielten die IGF-1R supprimierten Zellen ca. 50 % weniger K1/10
als die Kontroll-Zellen.

Nach 72 h erhohte sich der K1/10-Wert in den mit IR siRNAs transfizierten Zellen auf 400 %
(SIRNA_IR_200) und auf 600 % (SiRNA_IR_604). Dagegen enthielten die IGF-1R
supprimierten Zellen, im Vergleich zu den Kontrollen, entweder die gleiche (SIRNA_IGF-
1R _1503) oder leicht erhéhte (SIRNA_IGF-1R_1585) Menge an K1/10 (Abb. 25 und 26).

Alternativ wurde flr die Darstellung des zeitlichen Verlaufs der K1/10-Expression bei den
Kontrollen und transient transfizierten Zellen alle erhaltenen Werte in Prozent umgerechnet
und zwar in Bezug auf den 24 h-Wert der Kontrollen (gesetzt als 100 %). Der zeitliche
Verlauf der K1/10-Expression in den Kontroll-Zellen zeigte ein Maximum positiver Zellen
nach 24 h und reduzierte sich nach 48 h auf 70 % und nach 72 h auf 20 % des Ausgangswerts
(Abb. 25 und 27). In den IR-supprimierten Zellen war die K1/10-Expression 24 h nach der
Transfektion um ca. 50 % geringer als in den Kontroll-Zellen. Nach 48 h Behandlung stieg
der Wert auf 85 % bei siRNA_IR_200 und auf 100 % bei siRNA _IR_604. Nach 72 h erhthte
sich K1/10 auf 140 % bei siRNA_IR_200 und auf 200 % bei siRNA_IR_604 (Abb. 25 und
27). Auch die IGF-1R supprimierten Zellen exprimierten nach 24 h ca. 50 % weniger K1/10
als Kontroll-Zellen. Nach 48 h Behandlung reduzierte sich der K1/10-Gehalt auf 30 %
(SIRNA_IGF-1R_1503) und 40 % (siRNA_IGF-1R_1585) und blieb nach 72 h praktisch
konstant (Abb. 27).
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—o— Kontrolle
L i e —=— R 200
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—a—IGF1R 15023
—¥—IGF1R 158
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100
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50 | b

:
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Abbildung 27: Zeitlicher Verlauf der Keratin 1/10-Expression in Kontrollen und IR
oder IGF-1R transient supprimierten Zellen.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Blockade von IR eindeutig den friihen
Marker K1/10 beglnstigt. Dagegen hat die Suppression von IGF-1R nur einen marginalen

positiven Effekt.

Expression des Filaggrins

Der Vergleich des Filaggrin-Gehalts zwischen Kontroll- und transfizierten Zellen wurde an
drei verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt, wobei die Werte fiir jeden Zeitpunkt in Prozent
umgerechnet wurden, und zwar bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte (jeweils 100
%). Nach 24 h war bei den mit IR-siRNAs transfizierten Zellen Filaggrin um ca. 100 %
erhoht, bei den IGF-1R supprimierten Zellen dagegen nur um ca. 20 % (Abb. 28 und 29).
Nach 48 h stieg Filaggrin bei den IR supprimierten Zellen auf ca. 230 % und bei IGF-1R
supprimierten Zellen auf ca. 150 % an. Bei den IR supprimierten Zellen blieb dieser Wert
auch nach 72 h relativ stabil (160-200 % der Kontrollen), sank aber bei den IGF-1R
supprimierten Zellen etwa auf das Niveau der Kontroll-Zellen ab (siRNA_IGF-1R_1503)
oder wurde lediglich leicht erhéht (SIRNA_IGF-1R_1585) (Abb.28 und 29).

24h

Abbildung 28: Die Expression des Filaggrins in Kontrollen und transient transfizierten Zellen (SiRNA_IR_604)
24, 48 und 72 h nach der Transfektion. Immunfluoreszenz-Farbung auf Filaggrin (rot) und Kerne (blau). 20x
Vergrofierung.

HaCaT K6-Kontrolle

SiRNA_IR_604
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Abbildung 29: Analyse der Filaggrin-Expression in Kontrollen und Zellen transient transfiziert mit IR

und IGF-1R siRNAs an drei verschiedenen Zeitpunkten. Mann-Whitney Test: *: p<0,05; **: p<0,01;

***: n<0,001.
Fur die Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Filaggrin-Expression bei den Kontrollen und
transient transfizierten Zellen wurden alle erhaltene Werte in Prozent in Bezug auf den 24 h-
Wert der Kontrollen (100 %) umgerechnet.
Die Analyse der Kontroll-Zellen zeigte, dass wéhrend der untersuchten Zeitperiode der
Filaggrin-Gehalt sich nur unwesentlich veréndert hat, mit leichtem Absinken auf 80 % nach

48 h und auf 90 % nach 72 h Kultivierung (Abb. 28 und Abb. 30).
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Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf der Filaggrin-Expression in Kontrollen und IR oder
IGF-1R transient supprimierten Zellen.

Die IR supprimierten Zellen exprimierten 24 h nach der Transfektion ca. 200 % Filaggrin
bezogen auf die Kontroll-Zellen. Nach 48 h blieb der Filaggrin-Gehalt entweder unverandert
(SIRNA_IR_200) oder war leicht gestiegen (siRNA_IR_604). Nach 72 h schlie3lich waren die
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Filaggrin-Werte etwas gesunken (siRNA_IR_200) oder fast unveréndert geblieben
(SIRNA_IR_604) (Abb. 28 und Abb. 30). Im Gegensatz hierzu exprimierten die IGF-1R
supprimierten Zellen 24 h nach der Transfektion lediglich ca. 120 % Filaggrin verglichen mit
den Kontroll-Zellen. Nach 48 h war der Filaggrin-Gehalt bei den beiden IGF-1R-siRNAs
leicht gestiegen (auf 130 %), reduzierte sich aber nach 72 h fast auf das Niveau der Kontroll-
Zellen (Abb. 30).

Zusammengefasst nimmt K1/10-Expression in HaCaT-Zellen bei steigender Dauer der
Kultivierung stetig ab. Da in den IR und IGF-1R supprimierten Zellen die Keratin-Expression
nach 24 h um 50 % reduziert war, kann angenommen werden, dass unter diesen
Kulturbedingungen sowohl IR als auch IGF-1R die Expression von frihen
Differenzierungsmarker positiv beeinflussen. Im Laufe der Zeit verliert IGF-1R seinen
Einfluss auf die Expression des K1/10. Im Gegensatz dazu steigt der K1/10-Gehalt in den IR
supprimierten Zellen zu spateren Zeitpunkten stark an. Das deutet darauf hin, dass unter
diesen Kulturbedingungen der Signalweg tber IR eine inhibierende Rolle bei der Regulation
der K1/10-Expression spielen konnte.

Bei diesem Versuchsaufbau exprimieren HaCaT-Zellen an allen untersuchten Zeitpunkten fast
die gleiche Menge des spaten Differenzierungsmarkers Filaggrin. Im Kontrast dazu,
enthielten die IR supprimierten Zellen an allen Kultivierungsstadien fast die doppelte Menge
des Filaggrins. So kann angenommen werden, dass unter diesen Kulturbedingungen IR einen
blockierenden Einfluss auf die Filaggrin-Expression auslibt. Die Suppression von IGF-1R
fuhrte dagegen nur zu einem leichteren Anstieg des Filaggrin-Gehalts im friihen
Kultivierungsstadium (24 und 48 h) und war nach 72 h kaum erhoht oder vergleichbar mit
Kontroll-Zellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass unter diesen experimentellen
Bedingungen IGF-1R nur wenig die Regulation der Filaggrin-Expression beeinflul3t (Tabelle
35).

Tabelle 35: Effekt des IR und des IGF-1R Signalwegs auf die Expression der Differenzierungsmarker

. Expressionsmuster Effekt auf die Expression
Expression in Kontroll-Zellen IR-Effekt IGF-1R-Effekt
Keratin 1/10
24 h Expression méssig | positiv positiv
48 h niedriger negativ kein Effekt
72 h gering stark negativ kein Effekt
Filaggrin
24 h gering stark negativ leicht negativ
48 h gering stark negativ leicht negativ
72 h gering stark negativ kein Effekt
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4.2 Stabile Transfektion von HaCaT K6 Keratinozyten mit Insulin
Rezeptor (IR) siRNA

Fur die Herstellung stabiler Zell-Linien mit dauerhafter Suppression der IR-Expression,
wurden die HaCaT-Zellen mit einem siRNA exprimierenden Vektor (mit Neomycin
Resistenz) transfiziert und anschlieBend selektiert (siehe 3.2.4). Insgesamt konnten 81 Zell-
Klone separiert und expandiert werden. Hiervon waren 33 Klone mit der Sequenz
siRNA_IR_604, 38 Zell-Klone mit siRNA_IR_200 und 10 Klone, als Negativ-Kontrolle, mit
siRNA_IR_scr (,,scrambled®) transfiziert. Die Suppression der IR-Expression wurde bei allen
stabil transfizierten Klonen mittels Western Blot berprift. Als Expressions- und
Ladungskontrolle diente bei allen Blots der Nachweis von Cytokeratinen mittels spezifischer
Antikorper. Die Intensitat der Western Blot- und PCR-Banden wurde mit dem Programm
Chemilmager 4400 (Alpha Innotech) gemessen und in Prozent umgerechnet, wobei der Wert

der Kontrollen als 100 % genommen wurde.

4.2.1 Analyse der mRNA- und Protein-Expression bei stabil transfizierten
IR-,,Knock Down* (IR-KD) Zell-Klonen

Die Analyse der IR Protein-Expression bei den Zell-Klonen ergab, dass von 33 mit
SIRNA_IR_604 transfizierten Klonen nur 8 eine mehr als 50 %-ige Reduktion in der Protein-
Expression zeigten und von 38 mit sSiRNA_IR_200 transfizierten Klonen nur 10. Bei allen mit
SsiRNA_IR_scr transfizierten Klonen war die IR-Expression vergleichbar zu nicht
transfizierten Kontroll-Zellen. Von IR-KD Klonen wurden je zwei Klone mit der starksten

Suppression pro siRNA Sequenz ausgewahlt und fur weitere Versuche verwendet:

Ausgewdhlte Klone:  Suppressionseffekt:

200 1 ca. 50 %
200_2 ca. 70 %
604 1 ca. 70 %
604 2 ca. 50 %

Die nachfolgende Charakterisierung der ausgewéhlten Klone beinhaltete die Analyse der
Expression folgender Proteine auf mMRNA (RT-PCR) und Protein (Western Blot) Ebene:
- IGF-1 Rezeptor (IGF-1R), der eines der wichtigsten Elemente im IGF-1/Insulin-
Signaltransduktionssystem darstellt und strukturell dem IR sehr &hnlich ist;
- IRS-1, ein wichtiges Adapter-Molekdl, das durch den aktivierten IR phosphoryliert

wird und andere Molekiile zum IR rekrutiert;
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- PKCa und PKC9, die Serin-Threonin Kinasen, die unter anderem als nachgeordnete
(,,downstream*) Elemente der Insulin-Signalkette agieren;

- Integrin B1, ein in der Epidermis exprimierter Zellmembran-Rezeptor, der die
Verbindung zwischen dem intrazelluldaren Aktin-Cytoskellet und Komponenten der
extrazelluldren Matrix herstellt;

- Integrin a6pB4, das als Teil der Hemidesmosomen an der Verkntpfung der Epidermis-
Basalzellen mit der darunter liegenden Basalmembran beteiligt ist;

- Caveolin-1, ein wichtiger Bestandteil der Caveolae und ,Lipid Rafts“ in der
Zellmembran.

Die Analyse der mRNA-Expression des IGF-1R zeigte bei den Klonen 200 1, 200 2 und
604 1 eine moderate Uberexpression, wogegen bei dem Klon 602_2 die IGF-1R Expression
durch IR-,,Knock-Down* nicht beeinflut wurde (Tabelle 36, Abb. 31). Die IRS-1-Expression
blieb bei allen Zell-Klonen unverandert auf dem Level der Kontroll-Zellen (Daten nicht
gezeigt). Dagegen wurden PKCa und PKCdin allen Klonen deutlich herunter reguliert
(Tabelle 36, Abb. 31). Bei den Zellmembrankomponenten wurde die Expression von Integrin
B1 und Caveolin-1 durch IR-,Knock-Down* nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Bei
Integrin a6PB4, das normalerweise in der Epidermis als Heterodimer vorliegt, wurde die
Expression der Untereinheiten getrennt untersucht. Wahrend bei Integrin 34 die Expression
unverdandert war (Daten nicht gezeigt), wurde Integrin a6 bei den Klonen 200_1 und 604_1
starker und bei den Klonen 200_2 und 602_2 schwécher im Vergleich zu den Kontrollen
exprimiert (Tabelle 36, Abb. 31). Alle Ergebnisse der Expressionsanalyse auf mMRNA Ebene
mittels RT-PCR wurden auf der Protein-Ebene Uberprift (Western Blot) und bestatigt (Abb.

31).

Tabelle 36: mRNA- und Protein-Expression von verschiedenen Proteinen bei den stabil transfizierten IR-KD
Zell-Klonen

Klone 200 1 200 2 604 1 604 2

Insulin Rezeptor 1 (50%) L (30%) L (30%) L (50%)

IGF-1R T (200%) T (155%) T (220%) =

IRS-1 = = = =

PKCo. 1 (17%) 1 (30%) 1 30%) 1 (15%)

PKCS 1 (64%) 1 (80%) 1 (47%) L (77%)

Integrin 1 = = = =

Integrin B4 = = = =

Integrin o.6 T (120%) 1 (40%) T (190%) 1 (50%)

Caveolin-1 = = = =

= : mRNA- und Protein-Expression vergleichbar mit den Kontrollen
T Hochregulation; 2 Herunterregulation
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Abbildung 31: PCR (links) und Western Blots (rechts) von den stabil transfizierten IR-KD Zell-Klonen.

4.2.2 Analyse der Proliferation bei stabil transfizierten IR-KD Zell-Klonen

Der Einfluss der permanenten IR-Suppression auf die Wachstumsprozesse wurde mit einer
Proliferationsanalyse basierend auf Kernfarbung untersucht. Dafiir wurden die Zellen auf 24-
Well Platten (20.000 Zellen/Well) ausgesat und nach 24 h auf unterschiedliche Weise
stimuliert: nur mit Insulin (100 nM), nur mit IGF-1 (10 nM) und mit beiden Faktoren. Als
Negativ-Kontrolle fungierten Ansatze ohne Stimulation mit Insulin und IGF-1. Als Positiv-
Kontrolle dienten Zellen, die in KGM2 mit 1 % FCS weiter kultiviert wurden. Nach drei
Zeitpunkten (24, 48 und 72 h nach Beginn der Stimulation) wurde je eine Platte entnommen
und bei -20°C eingefroren. Die aufgetauten Platten wurden mit dem DNA-Farbstoff SYBRR
Green | gefarbt. Anschliefend wurde die Extinktion mit dem Fluoroscan Ascent (Labsystems)
gemessen und ausgewertet (siehe 3.2.8).
Folgende Zell-Varianten wurden flr Proliferationsanalyse ausgewahit:

- HaCaT-Kontroll-Zellen

- IR_scr

- Klon604_1

- Klon 200 2
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Die Analyse der Proliferation der Kontroll-Zellen zeigte, dass auch in der Abwesenheit beider
Faktoren die Zell-Proliferation stetig anstieg (auf 280 % nach 72 h Behandlung). Die
Stimulation mit Insulin hatte keinen bedeutenden Einfluss, so war die Proliferations-Rate zu
jedem untersuchten Zeitpunkt vergleichbar mit den nicht stimulierten Zellen. Auch IGF-1
bewirkte nach 24 h Behandlung nur eine leichte Proliferations-Erhéhung, wobei nach 48 und
72 h die Proliferation auf 260 % beziehungsweise 390 % anstieg (im Vergleich zu den nicht
stimulierten Zellen). Sowohl bei der Stimulation mit beiden Faktoren als auch bei der
Kultivierung in Medium mit 1 % FCS ergaben sich fast keine Unterschiede zu nicht
stimulierten Zellen. Lediglich nach 72 h Kultivierung stieg die Proliferations-Rate bei den
beiden Ansétzen leicht an (Abb. 32, A).
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Abbildung 32: Proliferations-Raten bei den Kontroll-Zellen und stabil transfizierten IR-KD Zell-Klonen.

Die IR_scr Zellen zeigten fast das gleiche proliferative Verhalten wie Kontroll-Zellen. Auch
hier fihrte die Stimulation mit Insulin oder mit beiden Faktoren zu keiner Erhéhung der
Proliferation. Auch bei mit 1 % FCS kultivierten Zellen war die Proliferation vergleichbar mit
den nicht stimulierten Zellen. Die Stimulation mit IGF-1 zeigte erst nach 72 h einen deutlich

positiven Effekt auf die Proliferation im Vergleich zu den anderen Ansétzen (Abb. 32, B).
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Generell war das Wachstum der Zell-Klone bedeutend niedriger als bei den Kontroll-Zellen.
Bei dem Klon 604_1 konnte nach 24 h Behandlung bei allen Ansétzen eine leichte Abnahme
der Zellzahl beobachtet werden. Diese nahm nach 48 und 72 h wieder leicht zu, aber ohne
jegliche Unterschiede zwischen stimulierten und nicht stimulierten Ansédtzen. Nur bei den mit
1 % FCS kultivierten Zellen konnte nach 72 h ein deutlicher Proliferationsanstieg festgestellt
werden (Abb. 32, C).

Beim Klon 200 _2 war die Zellzahl nach 24 h bei allen Ansdtzen um ca. 30 % gesunken, mit
abfallender Tendenz nach 48 h. Erst nach 72 h konnte eine leichte Zunahme festgestellt
werden. Auch beim Klon 200 2 waren keine gravierenden Unterschiede zwischen
stimulierten und nicht stimulierten Ansatzen vorhanden (Abb. 32, D).

Die Ergebnisse der Proliferationsanalyse zeigten, dass in den Kontroll-Zellen Stimulation mit
Insulin keine Erhohung den Proliferationsraten bewirkte. Nur IGF-1 vermochte die
Proliferation der Zellen deutlich positiv zu beeinflussen. Die Behandlung der Zellen mit
beiden Faktoren hatte wiederum keinen messbaren Einfluss auf das Zellwachstum.

Die Suppression von IR fiihrte zu einer deutlichen Blockade der Proliferation. Auch der
stimulierende Effekt des IGF-1 wurde durch die Suppression von IR unterdriickt. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass fir die Stimulation der Proliferation durch IGF-1 unter

anderem auch IR notwendig ist, zumindest unter den gewahrten Kulturbedingungen.

4.2.3 Analyse der Migration bei stabil transfizierten IR-KD Zell-Klonen

Der Einfluss des IR ,,Knock-Down* auf Migrationssfahigkeit der IR-KD Zell-Klone wurde
mit einem Migrationsassay (,,Wund-Assay*) unter verschiedenen Stimuli untersucht. Fir die
erste Versuchsreine wurden HaCaT-Zellen und die stabil transfizierten Klone auf 6-Well
Platten ausgesét (100.000 Zellen/Well) und bis zur Postkonfluenz kultiviert. In den Zellrasen
wurde eine Spur gekratzt und die Zellen wurden auf unterschiedliche Weise stimuliert, einmal
nur mit Insulin (100 nM), nur mit IGF-1 (10 nM) oder mit beiden Faktoren. Die markierten
Zellfronten wurden direkt nach der Stimulation und nach 24 h fotografiert. Die Bilder wurden
uberarbeitet und die besiedelten Flachen, als MaR fur die Migration, mit dem Computer-
Programm ,,AnalySIS* ausgemessen. Als Negativ-Kontrolle wurde der Ansatz ohne
Stimulation mit Insulin und IGF-1 verwendet. Als Positiv-Kontrolle dienten die Zellen, die im
KGM2 mit 1 % FCS weiter kultiviert worden waren (siehe 3.2.7).

Folgende Zell-Varianten wurden fiir den Migrationsassay ausgewahlt:

- HaCaT-Kontroll-Zellen

- IR_scr
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- Klon604_ 1

- Klon 200 2
Schon die erste morphologische Untersuchung zeigte deutliche Unterschiede im
Migrationsverhalten zwischen Kontrollen und IR-supprimierten Zellen. Die Kontroll-Zellen,
HaCaT und IR _scr, bildeten stets eine geschlossene Migrationsfront. Innerhalb der
untersuchten Zone bewegten sich die Zellen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit, wobei
die am schnellsten migrierten Zellen charakteristische ,,Zungen* bildeten (Abb. 33, A, B). Im
Gegensatz dazu migrierten die Zellen des Klons 604_1 meist einzeln. Nach 24 h war die
zellfreie Flache mit einzelnen Zellen relativ dicht besiedelt (Abb. 33, C). Der Klon 200_2 fiel
durch sein ambivalentes Migrationsverhalten auf. Die Stellen mit intensiver migratorischer
Aktivitdt waren relativ selten und bildeten groRe ,Zell-Zungen®. Dagegen war in den
ausgedehnten dazwischen liegenden Bereichen praktisch keine Migration feststellbar (Abb.
33,D).

HaCaT K6, Kontrolle IR_scr, Kontrolle

e

., Migrations-
Zungen”

'S,

Zell-Fronten, 0 h Zell-Fronten, 0 h

Abbildung 33: Migrationsassay nach 24 h flir Kontroll- Zellen sowie IR-KD Zell-Klone. 10x VergréBRerung.
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Die quantitative Analyse der Migration in Kontroll-HaCaT-Zellen zeigte, dass die Zellen
ohne Stimulation nur wenig migrierten. Sowohl Stimulation mit Insulin als auch die
Kultivierung der Zellen in 1 % FCS fuhrte zu einer Erhéhung der Migration fast auf das
Doppelte. Noch stérker war die Auswirkung von IGF-1 auf die Migration (Anstieg auf 260
%) und beider Faktoren zusammen (Anstieg auf 280 %) (Abb. 34, A).

Die IR _scr Zellen zeigten fast das gleiche Migrationsverhalten wie HaCaT-Zellen. Auch hier
migrierten die Zellen am stérksten, wenn sie mit IGF-1 oder mit den beiden Faktoren
gleichzeitig stimuliert wurden, und der Effekt von Insulin oder 1 % FCS war deutlich
schwacher (Abb. 34, B).

Bei Klon 604_1 stimulierte weder Insulin noch IGF-1 die Migration. Auch Kultivierung der
Zellen in 1 % FCS hatte keinen positiven Einfluss, wogegen die Applikation beider Faktoren
zu einem Migrationsanstieg auf ca. 200 % flihrte (Abb. 34, C).

Bei Klon 200_2 hatten IGF-1 oder Kultivierung mit 1 % FCS keinen Einfluss auf die
Migration der Zellen. Hier fuhrte Stimulation mit Insulin oder mit beiden Faktoren zu einer
leichten Erhohung der Migration (Abb. 34, D).
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Abbildung 34: Quantitative Analyse der Migration von Kontrollen und IR-KD Zell-Klonen.
Mann-Whitney Test: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.



ERGEBNISSE 95

Die erhaltenen Daten demonstrieren deutlich, dass Insulin und vor allem IGF-1 die Migration
der HaCaT-Zellen zu stimulieren vermdgen. Bei der Applikation beider Faktoren konnte kein
synergistischer Effekt beobachtet werden. Die Suppression von IR fiuihrte zur Aufhebung der
stimulierenden Wirkung nicht nur von Insulin sondern auch groRtenteils von IGF-1. Dieser
Befund deutet darauf hin, dass zur vollen Entfaltung der stimulierenden Wirkung von IGF-1

auf die Migration nicht nur IGF-1R sondern auch IR vorhanden sein muss.

Bei der zweiten Versuchsreihe wurden bei gleichem Stimulations-Schema noch zusatzlich
blockierende Antikdrper gegen IGF-1R eingesetzt. Als Kontrollen dienten Ansétze mit einem
irrelevanten Antikdrper und ohne Antikorper (siehe 3.2.7).

Da die Migrationsraten bei beiden Kontroll-Ansétzen keine Unterschiede aufwiesen, wurden
bei der graphischen Darstellung nur die Werte der entsprechenden Ansatze ohne Antikorper
und mit blockierenden Antikérpern aufgetragen.

Bei HaCaT-Zellen, die ohne blockierenden Antikorper gegen IGF-1R kultiviert wurden,
zeigte sich der gleiche Migrationsverlauf wie schon oben beschrieben. Wiederum fiihrte
Stimulation mit Insulin, IGF-1, beiden Faktoren und 1 % FCS zu einer deutlichen Erh6hung
der Zellmigration. Die Applikation des blockierenden Antikoérpers beim Ansatz ohne
Stimulation (-Ins/-IGF-1), zeigte keine Wirkung, interessanterweise wurde aber der
stimulierende Effekt von Insulin durch Inhibition des IGF-1R zum Teil aufgehoben. Noch
deutlicher war die Blockierung beim Ansatz mit IGF-1 Stimulation (-Ins/+IGF-1), wo die
Migration fast auf das Niveau der nicht stimulierenden Zellen absank. Ein dhnlicher Effekt
konnte auch bei der Stimulation mit beiden Faktoren beobachtet werden (+Ins/+IGF-1),
allerdings nicht ganz so ausgepragt wie beim IGF-1-Ansatz. Schlieflich wurde die
Zellmigration auch beim Ansatz mit 1 % FCS durch die Blockierung des IGF-1R noch
deutlich reduziert (Abb. 35, A).

Auch bei IR _scr Zellen flhrte die Blockierung des IGF-1R fast zur kompletten Aufhebung
des stimulierenden Effekts von Insulin, IGF-1 oder beiden Faktoren. Allerdings erwies sich
die Wirkung von IGF-1R- Inhibition auf die Zellen des 1 % FCS Ansatzes als sehr gering
(Abb. 35, B).

Die Analyse der Migration der Zellen vom Klon 604_1 ohne Anwendung des blockierenden
Antikdrpers bestatigte nochmals die bereits beschriebenen Daten. Insulin, IGF-1 und 1 % FCS
hatten somit nur eine geringe Auswirkung auf die Migration der Zellen und die Applikation
beider Faktoren fihrte zu einem weiteren Anstieg. Wahrend die Blockierung des IGF-1R

keinen signifikanten Effekt auf die Ansatze ohne Stimulation (-Ins/-IGF-1) hatte, war die
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Migration mit 1 % FCS oder Insulin nur leicht reduziert, mit IGF-1 oder beiden Faktoren aber
deutlich (Abb. 35, C).

Bei Klon 200_2 fuhrte, wie in der ersten Versuchsreihe, nur die Stimulation mit Insulin oder
beiden Faktoren zu einer leichten Erhéhung der Migration. Die Blockierung des IGF-1R hatte
keinerlei Einfluss auf die Migration bei den Ansatzen ohne (-Ins/-IGF-1) oder mit Stimulation
durch Insulin sowie 1 % FCS, dagegen einen leicht reduzierenden Effekt bei den Ansétzen
mit IGF-1 oder beiden Faktoren (Abb. 35, D).

A HaCaT K6, Kontrolle B
250 s

200 T T 200
. ﬁ N I TH .
: 10 i—h : 100
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150
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+Ins/-IGF1 -Ins/+IGF1 +Ins/+IGF1 1% FCS
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200 -

el
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Klon 200_2

Ins/ IGF1

+Ins/-IGF1 -Ins/+IGF1 +Ins/+IGF1 1 %FCS

Stimulation mit

Stimulation mit

B Kein Antikérper
[ Blockierender Antikérper gegen IGF-1R

Abbildung 35: Quantitative Analyse der Migration von Kontrollen und IR-KD Zell-Klonen bei der Anwendung
des blockierenden Antikorpers gegen IGF-1R.

Zusammenfassend flhrte die Suppression von IR zur weitgehenden Aufhebung der
Stimulation durch Insulin und IGF-1. Die nachfolgende Blockierung des IGF-1R bei den IR-
KD Zell-Klonen hatte nur eine leichte oder gar keine Auswirkung auf die restliche
migratorische Aktivitat. Diese Befunde deuten darauf hin, dass IR eine zentrale Rolle bei der

Koordination der stimulierenden Signale durch Insulin und IGF-1 auf die Zellmigration spielt.
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4.3 Organotypische Kokulturen (OTK)

Die organotypische Kokulturen (OTK) wurden in dieser Arbeit eingesetzt um das Verhalten
der IR-supprimierten Zellen in einem haut-dhnlichen System zu studieren. Dabei wuchsen
sowohl normale HaCaT-Zellen als auch stabil transfizierte IR-KD Zell-Klone luftexponiert
auf einer Kollagenmatrix mit eingebetteten Fibroblasten. Nach 3 Wochen wurden die
Kulturen entnommen und fiir die Histologie und fur die Gefrierschnitte prapariert.

Folgende Zell-Linien wurden fur OTKs verwendet:

Kontrolle HaCaT-Zellen
Kontrolle (,,scrambled*™) IR scr
604 1
) . 604 2
Stahil transfizierte Zell-Klone 200 1
200 2

4.3.1 Histologie

Um den Einfluss des IR ,,Knock-Down* auf die Epithel-Architektur in OTKSs zu analysieren,
wurden Paraffinschnitte mit Hamalaun/Eosin geféarbt.

Die HaCaT-Zellen bildeten ein mehrschichtiges, differenziertes Epithel, dessen Aufbau
uberwiegend dem der normalen Epidermis entsprach. Dies erfolgte jedoch im Vergleich zu
normalen Keratinozyten (NHK) verzogert, das heifst wahrend in OTKs von NHK dieser
Prozess bereits nach einer Woche weitgehend abgeschlossen ist, entwickelten HaCaT-Zellen
erst nach 2-3 Wochen ein vergleichbares Epithel. In dem nach 3 Wochen gut strukturierten
Epithel (Abb. 36, A, Tabelle 37) waren eine Basalschicht aus palisadenartig angeordneten
Zellen und das Stratum spinosum mit mehreren Schichten unregelmaBig geformter,
zunehmend abgeflachter Zellen gut erkennbar. Die Zellen des Stratum granulosum waren
durch ihre duBerst flache Form und das Auftreten von Keratohyalin-Granula charakterisiert.
Diese Granula waren auch vereinzelt im Stratum corneum vorhanden. Des Weiteren deutete
das Vorhandensein von Kernresten in den verhornten Zellschichten auf einen
Ubergangszustand zwischen parakeratotischer und orthokeratotischer Differenzierung hin. In
OTKs normaler Keratinozyten gehen (wie in Epidermis) die Kerne bei der terminalen
Differenzierung im Stratum corneum vollstdndig verloren. Charakteristisch  fir
parakeratotische Epithelien sind das Fehlen von Ubergangszellen mit Keratohyalin-Granula
und das Verbleiben der Kernreste in den Hornschichten.
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Die mit der Zufalls-Sequenz (,,scrambled®) transfizierten Zellen (IR_scr) bildeten nach 3
Wochen ebenfalls ein mehrschichtiges Epithel, das in Struktur und Differenzierung dem
,Kontroll-Epithel* der nicht transfizierten Zellen sehr ahnlich war (Abb. 36, B). Verschieden
dagegen war ein dickeres Stratum spinosum, dessen Zellen keine abgeflachte, sondern eher
eine rundliche Form besallen. Das Stratum granulosum war im Vergleich zum Kontroll-
Epithel dunner und enthielt wesentlich weniger Keratohyalingranula. Zusatzlich deutete die
groRere Zahl von Kernresten im Stratum corneum auf einen mehr parakeratotischen Charakter
hin.

Dagegen entwickelten die IR-KD Zell-Klone nach 3 Wochen Epithelien, die in wesentlichen
Kriterien stark von der normalen Epidermis abwichen (Abb. 36, C-F). So waren die vitalen
Schichten in den Epithelien aller Klone sehr viel diinner als bei Kontroll-Zellen.

Die Epithel-Architektur der Klone 604_1, 604_2 und 200_2 zeigte eine deutlich verminderte
Polarisierung. Unterschiede zwischen verschiedenen epithelialen Schichten waren haufig
kaum noch zu erkennen. In mehreren Bereichen des Epithels bildeten sich kleinzellige
Ansammlungen (oder Zell-Kluster), was bei einer pra-neoplastischen Epithel-Entwicklung oft
beobachtet wird. Ein deutliches Stratum corneum wurde nur bei dem Klon 200_1 ausgebildet,
wogegen bei 604_1 und 200_2 morphologische Differenzierungskriterien weitgehend oder
vollig fehlten. Klon 604_2 zeigte eine starke parakeratotische, aberrante Differenzierung mit
schwammigen Strukturen (Abb. 36, C-F, Tabelle 37).

Im Unterschied zu den anderen drei Zell-Klonen bildete Klon 200 _1 ein gut differenzierendes
Epithel (Abb. 36, E). Auf die basale Schicht folgten die abgeflachten Zellen vom Stratum
spinosum und Stratum granulosum. Allerdings waren diese vitalen Schichten extrem dinn,
wahrend das parakeratotische Stratum corneum sehr dick war, durchsetzt mit vereinzelten
Hornperlen (Abb. 36, E). Weiterhin ungewoéhnlich bei 200_1 war das haufige ,,Einknospen*
des Epithels in die Kollagenmatrix, moglicherweise ein Ubergang zu invasivem Wachstum.
Ein deutlich invasives Verhalten wurde beim Klon 604_1 festgestellt. Bis auf einige isolierte
Bereiche mit abgeflachten Zellen war das Epithel auferst unregelméBig und weitgehend
apolar. An mehreren Stellen wuchsen die Zellen weit in das Kollagengel ein, wo sie teilweise
isolierte ,,Zell-Inseln* unterhalb des reguléren Epithels bildeten (Abb. 36, C).



ERGEBNISSE 99

HaCaT K6 IR_scr

Kernreste
1

Granula-haltigen

Stratum

forneum\

Stratum
granulosum

Stratum —y
spinosum

\tratum/
- — - basale
A B
Klon 604_1
Lebende Zellen im Stratum corneum vitale Schichten

vitale

Invasives
Wachstum

Stratum
corneum

vitale
Schichten

Zell-Kluster

D




ERGEBNISSE

100

Hornperle

Klon 200_1

Kernreste

Stratum
= corneum™>

Stratum

granulosur\
5 / Stratum 3

" 5pinosum ™S

Invasives
Wachstum

E

Klon 200_2

vitale
Schichten

F

Abbildung 36: Histologie von 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen (OTK) mit Kontroll-Zellen (A und
B) und mit IR-KD Zell-Klonen (C, D, E und F).

Tabelle 37: Epithel-Architektur von Kontroll-Zellen und IR-KD Zell-Klonen in OTK

HaCaT IR_scr 200 1 200 2 [ 604 1 | 604 2
stratum | + + nicht identifizierbar
basale
stratum | + N nicht identifizierbar
spInosum sehr dinn
stratum | + N nicht identifizierbar
granulosum sehr diinn
Stratum N |+ + + +

nur zum Teil . . - . .
corneum parakeratotisch parakeratotisch | parakeratotisch parakeratotisch | parakeratotisch
Invasion - - (+) - + -
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4.3.2 Analyse von Proliferation, Differenzierung, Basalmembran- und
Hemidesmosomen-Komponenten in 3D Kokultur

Um den Einfluss des IR ,,Knock-Down* auf Wachstum und gewebsspezifische Verteilung
verschiedener Proteine in Kokulturen zu analysieren, wurden die 3 Wochen alten OTKs fir
die Gefrierschnitte prépariert und mittels indirekter Immunfluoreszenz (I1F) untersucht.

Folgende Zell-Linien wurden fur I1F-Analyse verwendet:

Kontrolle HaCaT
604 1

Stabil transfizierte Zell-Klone |200_1
200 2

4.3.2.1 Proliferation in OTKs mit Kontroll-Zellen und IR-KD Zell-Klonen

Die Proliferationsfahigkeit und Verteilung mitotischer Zellen in OTK wurde mit einem
Antikorper gegen Ki67 untersucht. Das Ki67-Antigen wird hauptsachlich wahrend den
aktiven Phasen des Zell-Zyklus (G1, S, G2 und M-Phasen) exprimiert und ist nicht in den
ruhenden Zellen in der GO-Phase vorhanden (Traut et al., 2002a).

In OTKs der Kontroll-HaCaT-Zellen war die Proliferationsaktivitat auf einige Zellen
hauptséchlich der basalen Schicht beschrénkt, was auch in einer normalen Epidermis der Fall
ist (Abb. 37, A). Auch bei Klon 200_1, der ein gut differenzierendes Epithel mit extrem
dunnen vitalen Schichten ausbildete (siehe 4.3.1), befanden sich die proliferierenden Zellen
fast ausschlieBlich in der basalen Schicht (siehe Abb. 37, B).

Dagegen waren bei Klon 200_2 die mitotischen Zellen im ganzen Epithel verstreut, was auf
eine starke Storung der Epithel-Polarisierung hinweist. Die kleinzelligen Ansammlungen, die
schon bei der histologischen Untersuchung in mehreren Bereichen des Epithels beobachtet
wurden (siehe 4.3.1), erwiesen sich zum grofiten Teil als Zell-Kluster proliferierender Zellen
(Abb. 37, C).

Eine aberrante Proliferation konnte auch beim Klon 604 _1 festgestellt werden. Hier konnten
ebenfalls die im Zell-Zyklus befindenden Zellen in allen Bereichen des weitgehend apolaren
Epithels beobachtet werden. Mehrere mitotische Zellen befanden sich zusatzlich in den

invasiven ,,Zell-Inseln“ unterhalb des regularen Epithels (siehe auch 4.3.1) (Abb. 37, D).
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Abbildung 37: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Zell-Klonen (B, C, D). Féarbung auf Ki67 (rot, pink) und Kerne (blau).
20x VergroRerung.

4.3.2.2 Differenzierung in OTKs mit Kontroll-Zellen und IR-KD Zell-Klonen

Der Einfluss der IR-Suppression auf den Differenzierungsgrad der Kokulturen wurde mit
Antikdrpern gegen frilhe und spate Differenzierungsmarker untersucht.

Als typischer friher Differenzierungsmarker wurde Keratin 1/10 (K1/10) ausgewahlt. In
normaler Epidermis wird K1/10 suprabasal im Stratum spinosum exprimiert, ist aber auch im
Stratum granulosum und im Stratum corneum nachweisbar.

Sowohl die Kontroll-OTKs der HaCaT-Zellen als auch der Klon 200 1 zeigten eine normale
Lokalisation von K1/10 in suprabasalen Ephithelschichten (Abb 38, A, B). Im Gegensatz
dazu konnte K1/10 bei den Klonen 200_2 und 604_1 nur in htheren Schichten nachgewiesen
werden (Abb. 38, C, D). Diese Ergebnisse weisen auf eine Stérung des Differenzierungs-
Prozesses in den IR-supprimierten Kokulturen hin, die zu einer verspateten Expression des
K1/10 fihrt.
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Abbildung 38: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf Keratin 1/10 (griin) und Kerne (blau).
20x VergroRerung.

Des Weiteren wurden folgende spate Differenzierungsmarker getestet:

Protein Expressionsmuster in der normalen Epidermis

Involucrin beginnend im Stratum spinosum, wird auch im Stratum
granulosum und Stratum corneum exprimiert

Filaggrin

Loricrin im Stratum granulosum und im Stratum corneum

Repetin

Sowohl die OTKs von HaCaT als auch der Klone 200 _1 und 604_1 zeigten eine normale
Lokalisation fur alle untersuchten spaten Differenzierungsmarker, demonstriert am Beispiel
von Filaggrin (Abb. 39, A, B, D). Dagegen wies Klon 200_2 eine aberrante Verteilung der
Differenzierungsmarker auf, die sich im Fall von Filaggrin Gber alle Schichten erstreckte
(Abb. 39, C).
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HaCaT K6 Klon 200_1
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Abbildung 39: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Filaggrin-Farbung (rot) und Kerne (blau). 20x
Vergrolierung.

U1 + ulibbeji4
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4.3.2.3 Basalmembran-Komponenten in OTKs mit Kontroll-Zellen und IR-KD Zell-
Klonen

Zur Analyse der Basalmembran-Zone in OTKSs der Kontrollen und stabil transfizierten Zell-
Klone wurden Antikorper gegen Kollagen IV, Laminine, Laminin 5, Perlecan und Nidogen
eingesetzt. Diese Proteine sind die Bestandteile der Basalmembran (BM) in der Haut und sind
in normaler Epidermis ausschlieflich direkt unterhalb der basalen Zell-Schicht lokalisiert.

In den Kokulturen der IR-KD Klone wurde Kollagen 1V, eines der wichtigsten
Strukturelemente der BM, etwas schwécher und unregelmaliger exprimiert als in den
Kontrollen (Abb. 40).

HaCaT K6 Klon 200_1

Klon 200_2

U1 + Al uabejjoM

Abbildung 40: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf Kollagen 1V (griin) und Kerne (blau).
20x VergroRerung.
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Der Antikorper, der fur die Detektion der Laminine verwendet wurde (Laminin EHS
(Engelbreths Holm Sarcoma)), erkennt alle Laminine in der BM, hauptsachlich Laminin 1
und 10. In den OTKs des Klons 604 1 und 200 _2 wurden diese Proteine vergleichbar zu
Kontrollen regulér exprimiert und lokalisiert (Abb. 41, A, C, D). Dagegen war die Laminin-
Reaktion in den Kokulturen des Klons 200_1 deutlich schwécher und unregelmaRiger als in
den Kontrollen (Abb. 41, B). Die schwache Farbung im gesamten Epithel konnte auf eine

Stérung der Sekretion hinweisen.

HaCaT K6 Klon 200_1
-
Klon 200_2 Klon 604_1

IBPNN + (SH3) ululwe

.

Abbildung 41: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf Laminin (rot) und Kerne (blau). 20x
Vergrofierung.
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In den Kokulturen der Zell-Klone wurde Laminin 5, einer der Hauptbestandteile der
Verankerungsfilamente, die eine Verknupfung der Hemidesmosomen zur Basalmembran
gewaéhrleisten, deutlich unregelméRiger exprimiert als in den Kontroll-OTKSs. Die positiven
Fluoreszenz-Signale in den oberen Schichten des Epithels konnen auf einen gestorten
Transport des Proteins, das normalerweise ausschlielich von Keratinozyten der Basalschicht
gebildet wird, in die BM-Zone hindeuten (Abb. 42). Dies deutet vor allem auf einen Verlust
der Gewebe-Polaritat, die bei Klon 200 _2 besonders ausgepragt ist. Vermutlich behalt ein

Teil der Zellen in hdheren Schichten ihren Basalzellcharakter bei.

HaCaT K6 Klon 200_1

Klon 200_2

" 19PINN + G UIUIWE]

Abbildung 42: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf Laminin 5 (griin) und Kerne (blau). 20x
VergroRerung.
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Die starksten Verénderungen im Expressionsmuster in den OTKs der Zell-Klone wurden bei
Perlecan beobachtet, dem prominentesten Proteoglykan der BM. Bereits in den Kokulturen
des Klons 604_1 war die Perlecan-Féarbung deutlich schwéacher und unregelmaRiger als in den
Kontrollen (Abb. 43, A, D). Diese Abnahme war noch ausgepragter in den OTKs des Klons
200_2 (Abb. 43, C) und bei Klon 200_1 war schlielRlich Perlecan kaum nachweisbar (Abb.

43, B).

HaCaT K6 Klon 200_1

Klon 200 2 Klon 604_1

I3]NN + Uedsjiad

Abbildung 43: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf Perlecan (griin) und Kerne (blau). 20x
Vergrolerung.
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Die Expression von Nidogen, einem BM-Element, das die Netzwerke des Kollagens IV und
der Laminine miteinander verbindet, blieb unveréndert bei Klon 200_2, wurde schwécher bei
Klon 604_1 und sehr diffus bei Klon 200_1 (Abb. 44). Wéhrend Keratinozyten selbst kein
Nidogen synthetisieren, kann Nidogen an Basalzell-Rezeptoren binden (spezifische

Integrine), was eine &hnliche Verteilung wie Laminin 5 erklaren wirde.

HaCaT K6 Klon 200_1

19NN + usbopIN

Abbildung 44: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf Nidogen (griin) und Kerne (blau). 20x
VergroRerung.
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4.3.2.4 Komponenten der Hemidesmosomen in OTKs mit Kontroll-Zellen und IR-KD
Zell-Klonen
Um die Expression und Lokalisation von hemidesmosomalen Proteinen in OTKs der
Kontrollen und stabil transfizierten IR-KD Zell-Klonen zu untersuchen wurde IIF-Férbung
mit Antikorpern gegen Integrin a6p4, BP 180, CD 151 und HD 1 durchgefuhrt. Diese
Elemente der Hemidesmosomen werden in der Epidermis am starksten am basalen Pol der
Basalzell-Schicht und viel schwécher apikal-lateral exprimiert (Abb. 45, A).
Das Verteilungsmuster von Integrin a6B4 (hier gezeigt a6), eines zentralen Elements der
Hemidesmosomen, zeigte bei allen IR-KD Klonen eine verstarkte perizelluldre Verteilung in
den unteren Schichten. Zusétzlich wurde bei Klon 200_2 eine relativ gleichméRige Verteilung
uber alle epitheliale Schichten festgestellt (Abb. 45, B, C, D).

HaCaT K6 Klon 200_1
.
Klon 200_2 Klon 604 _1

I9PINN + 90 ulabau|

-

Abbildung 45: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-

Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf Integrin o6 (rot) und Kerne (blau). 20x
VergroRerung.
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Die Verteilung von CD 151, einem Tetraspanin, das in Hemidesmosomen mit Integrin o634
assoziiert ist, hat sich in OTKs von Klon 604_1 im Vergleich zu Kontrollen nicht veréndert
(Abb. 46, A, D). In den Kokulturen des Klons 200_1 war die Zone wieder verbreitet und bei

Klon 200_2 war CD 151wiederrum irreguldr in allen epithelialen Schichten présent (Abb. 46,
B, C).

HaCaT K6 Klon 200_1

Klon 604 _1

IBPNN + TST dO

Abbildung 46: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Féarbung auf CD 151 (grtin) und Kerne (blau). 20x
VergroRerung.
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Bullous Pemphigoid 180 (BP 180 oder Kollagen XVII), ein weiteres Transmembran-Element
der Hemidesmosomen, wurde in den Kokulturen von Klon 200 _1 weitgehend reguldr und bei
Klon 200_2 sowie 604_1 in der Basalmembranzone leicht reduziert exprimiert (Abb. 47). Bei
allen IR-KD Klonen war allerdings die perizellulare Reaktion deutlich erhoht.

HaCaT K6 Klon 200_1

Klon 200_2 Klon 604 _1

IBNN + 08T 49

Abbildung 47: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Férbung auf BP 180 (griin) und Kerne (blau). 20x
VergroRerung.
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Plektin (HD 1), in Hemidesmosomen ein Verbindungsglied zwischen Integrin o634 und
Keratinfilamenten, wurde in den Kokulturen aller Zell-Klone sehr unterschiedlich exprimiert
(Abb. 48). Die Intensitdt der Signale in der Basalmembranzone war bei Klon 200 2
vergleichbar zu den Kontrollen, deutlich erhéht bei Klon 200 1 und vermindert bei Klon

604 _1 (aber auch um ,,invasive* Inseln vorhanden).

HaCaT K6 Klon 200_1

Klon 200_2 Klon 604 _1

IBPINN + T dH

Abbildung 48: Immunfluoreszenz der 3 Wochen alten organotypischen Kokulturen mit Kontroll-
Zellen (A) und mit IR-KD Klonen (B, C, D). Farbung auf HD 1 (griin) und Kerne (blau). 20x
VergroRerung.

Zusammengefasst, zeigen sowohl die Komponenten der Basalmembran als auch der
Hemidesmosomen je nach IR-KD Klon eine deutliche Reduzierung der Gewebepolaritt. Bei
den hemidesmosomalen Proteinen ist zusatzlich, abgesehen von aberranten Verteilungs-
Mustern, die Balance untereinander merklich gestort, was Veranderungen in der Adhasion

und dem Migrationsverhalten bedingen sollte.
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4.4 Bildung von Membran-Komplexen bei HaCaT K6 und stabil
transfizierten IR-KD Zell-Klonen

Wie viele andere Wachstumsrezeptoren bilden IR und IGF-1R Membran-Komplexe mit
unterschiedlichen Proteinen und zwar nicht nur mit den Elementen ihrer Signaltransduktions-
ketten und Adapter-Proteinen, sondern auch mit Adhesionsmolekilen, wie Integrine
(Clemmons & Maile, 2005), und Strukturproteinen, wie Caveolin-1 (Saltiel & Pessin, 2003;
Cohen et al., 2003). Die Formation solcher Membran-Komplexe in HaCaT-Zellen und stabil

transfizierten Zell-Klonen wurde mittels Immunkoprazipitation untersucht.

4.4.1 Immunkoprazipitation mit IR

Um die Dynamik der Interaktionen zwischen IR und anderen Proteinen zu analysieren wurden
Immunkoprazipitations-Experimente mit Insulin-Stimulation durchgefiihrt. Dafur wurden
nahezu konfluente, Monolayer-Kulturen von HaCaT-Zellen direkt vor der Lyse fur 15 und 30
Minuten mit Insulin (8,41 mM) stimuliert. Als Kontrolle (0-Wert) wurden die Zellen ohne
Stimulation verwendet. Die Zellen wurden abgel6st, in IP-Puffer lysiert und Proteinmengen
von 200 — 400 pg fur die Immunkoprazipitation eingesetzt. Fir die Prazipitation der Protein-
Komplexe aus dem Zell-Lysat wurden primére Antikorper gegen IR verwendet. Die
prazipitierten Protein-Komplexe wurden eluiert, mittels SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennt
und die Einzelkomponenten mittels Western Blot detektiert. Um festzustellen, ob
vergleichbare Menge von IR préazipitiert wurde, fand nachfolgend eine Inkubation der
Membranen mit dem Antikorper gegen IR statt (siehe 3.5). Die Prazipitate wurden auf
folgende Proteine untersucht:

IRS-1
PKC?d
PKCa
PKCC
Integrin a2
Integrin a3
Integrin a6
Integrin av
Integrin B1
Integrin B4
Integrin 5
Caveolin-1
Tetraspanin CD 151
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Die Integrine a2, a3, av, B1 und B5 sowie PKCC konnten in den Prazipitaten nicht detektiert
werden. Die Detektion von CD 151 ergab nur ein sehr schwaches Signal.

IRS-1, eines der wichtigsten Adapter-Molekdile bei der Insulin-Signaltransduktion, wurde wie
erwartet erst nach der Applikation des Insulins zu IR rekrutiert und die Zahl der gebildeten
Komplexe stieg dabei mit Dauer der Behandlung.

PKCS interagierte mit IR bereits ohne Einwirkung des Insulins. Die Behandlung mit Insulin
bewirkte einen deutlichen Anstieg der Komplexbildung, die sich mit steigender
Behandlungsdauer weiter erhohte. Im Gegensatz dazu wurde PKCa am starksten ohne Insulin
zum IR rekrutiert. Die Applikation des Hormons fiihrte zur partiellen Auflésung der

vorhandenen Komplexe, die mit der Behandlungszeit weiter fortschritt (Abb. 49).

Immunprazipitation: IR

Stimulation mit Insulin: Omin 15min 30 min Immunobloting:

-—-d
o s e ko

- e Integrin a6

- S s | integrin B4
o - - Caveolin-1

- e e | R

Abbildung 49: Dynamik der Komplex-Bildung zwischen IR und anderen Proteinen in
Abhangigkeit von Insulin-Behandlung bei HaCaT-Zellen.

Von allen getesteten Integrinen prazipitierten nur o6 und B4 mit IR. Dabei wurden die
meisten Komplexe ohne Einwirkung von Insulin gebildet. Die Applikation des Insulins fiihrte
zu einer Dissoziation, die nach 30 min Behandlung besonders ausgepragt war (Abb. 49).
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Caveolin-1 interagierte mit dem IR auch ohne Einwirkung von Insulin. Die Applikation des
Hormons fuhrte zu einer deutlichen Zunahme der Zahl der Komplexe mit einem Maximum
nach 30 min Behandlung (Abb. 49).

4.4.2 Immunkoprazipitation mit Phosphotyrosinen

Um festzustellen, in wieweit Insulin nicht nur die Komplex-Formation, sondern auch die
Aktivierung der entsprechenden Proteine beeinflusst, wurde nach Immunkoprazipitation mit
einem entsprechenden Antikorper der Gehalt an Phosphotyrosin analysiert. Veranderungen im
Phosphotyrosin-Gehalt wurden in folgenden Proteinen untersucht:

IR

PKC5
PKCa
Integrin 0.6
Integrin B4
Caveolin-1

In den Koprézipitaten von PKCa, Integrinen a6 und (4 konnte keine Tyrosin-
Phosphorylierung nachgewiesen werden.

Wie erwartet zeigte IR ohne Insulin-Stimulation nur sehr wenig Tyrosin-Phosphorylierung.
Die Applikation des Insulins fuhrte zu einem drastischen Anstieg der Phosphorylierung mit
einem Maximum nach 30 min Behandlung. PKC& und Caveolin-1 waren dagegen bereits
ohne Insulin Einwirkung deutlich an den Tyrosin-Resten phosphoryliert. Die Behandlung mit

Insulin flihrte bei beiden Proteinen zu einer Erhéhung der Phosphorylierung (Abb. 50).

Immunprazipitation: Phosphotyrosine

Stimulation mit Insulin: Omin 15 min 30 min  Immunobloting:

o | R

T . Caveolin-1
o @ W |rkcs

Abbildung 50: Dynamik der Tyrosin-Phosphorylierung in Abhangigkeit von
Insulin-Behandlung bei HaCaT-Zellen.
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4.4.3 Immunkoprazipitation mit IGF-1R

In den stabil transfizierten Zell-Klonen waren die IR-Level erwartungsgemaR so niedrig, dass
keine Prazipitation mit IR-Antikdrper moglich war. Stattdessen wurde der Einfluss von IR-
Suppression auf die Komplex-Bildung zwischen IGF-1R und anderen Proteinen bei stabil
transfizierten Zell-Klonen untersucht. Lysate folgender Zell-Varianten wurden fiir die
Immunkoprazipitation mit dem Antikdrper gegen IGF-1R verwendet:

HaCaT-Kontroll-Zellen

IR_scr

Klon 604 1

Klon 200 _2

Die Prazipitate wurden auf folgende Proteine untersucht:

PKCb5
PKCa
Integrin B4
Caveolin-1

4.4.3.1 Komplex-Bildung mit PKCa und PKCs

Die Interaktionen zwischen PKCa und IGF-1R konnten weder in Kontroll-Zellen noch bei
den Zell-Klonen nachgewiesen werden.

Dagegen bildete PKC5 in allen getesteten Zell-Varianten Komplexe mit IGF-1R. Sowohl in
Kontroll-Zellen als auch in den Zell-Klonen interagierte PKC3 mit IGF-1R auch ohne
Behandlung mit Insulin. Insulin bewirkte bei allen Zell-Varianten nur einen leichten Anstieg
in der Komplex-Bildung. Am stérksten war die Zunahme bei Klon 200 2 nach 30 min
Behandlung (Abb. 51).

Zur Uberpriifung der prazipitierten und geladenen Proteinmenge wurden die Western Blot
Membrane routinemalig mit dem Antikérper gegen IGF-1R inkubiert. Die Ergebnisse
zeigten, dass bei allen Experimenten vergleichsweise ahnliche Proteinmengen prazipitiert
wurden, wobei allerdings bei Klon 200_2 generell viel weniger IGF-1R isoliert werden
konnte (Abb. 51).
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Immunprazipitation: IGF-1R

Immunobloting: PKC & Immunobloting: IGF-1R

Stimulation mit Insulin: ~ Omin 15 min 30 min Omin 15 min 30 min

HaCaT K6 | v s o | (amy @0 4
R_scr [ wam D wun (| <) @D @D

Klon 604_1 | iy @0 @D | | D T s

Kion 200_2 | s e . m 1 —

Abbildung 51: Dynamik der Komplex-Bildung zwischen IGF-1R und PKC3 in Abhéngigkeit von
Insulin-Behandlung bei HaCaT-Zellen und stabil transfizierten Zell-Klonen.

4.4.3.2 Komplex-Bildung mit Caveolin-1

In den Kontroll-Zellen HaCaT und IR_scr interagierte Caveolin-1 mit IGF-1R auch ohne
Einwirkung von Insulin. Insulin fuhrte bei beiden Zell-Varianten zu einer deutlichen
Erhéhung der Komplex-Bildung nach 15 min Behandlung, wogegen nach 30 min die Zahl der
Komplexe wieder reduziert wurde.

Beim Klon 604_1 konnten ohne Insulin Behandlung nur wenige Caveolin-1/IGF-1R
Komplexe detektiert werden. Die Applikation des Insulins fuhrte zu einem deutlichen Anstieg
der Komplex-Bildung.

Bei Klon 200_2 interagierten Caveolin-1 und IGF-1R auch ohne Insulin, das in diesem Fall
keinen Einfluss auf die Komplex-Bildung hatte.

Wenn man die Menge an prézipitierten Caveolin-1/IGF-1R Komplexen mit der préazipitierten
Menge des IGF-1R vergleicht, ist festzustellen, dass im Prézipitat des Klons 604 _1 erheblich
weniger Caveolin-1 und IGF-1R gebunden war, trotz vergleichbarer Ausbeute an IGF-1R in
den Kontroll-Zellen. Im Fall von Klon 200_2 entsprach das Verhaltnis Caveolin-1/IGF-1R

den Kontrollen, nur war die Menge insgesamt drastisch erniedrigt (Abb. 52).
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Immunprazipitation: IGF-1R

Immunobloting: Caveolin-1 Immunobloting: IGF-1R

Stimulation mit Insulin: ~ O0min 15 min 30 min Omin 15 min 30 min

IR_scr * .--
Klon 604_1 | e s sy W T g

Klon 200 2 | . e o ﬁ 1 -1

Abbildung 52: Dynamik der Komplex-Bildung zwischen IGF-1R und Caveolin-1 in Abhéangigkeit
von Insulin-Behandlung bei HaCaT-Zellen und stabil transfizierten Zell-Klonen.

HaCaT K6

4.4.3.3 Komplex-Bildung mit Integrin a6p4

Sowohl bei HaCaT und IR_scr Zellen als auch bei Klon 200_2 bildete IGF-1R Komplexe mit
der Integrin B4-Kette und zwar unabhangig von Insulin-Applikation.

Dagegen stieg bei Klon 604_1 die Zahl der Komplexe deutlich nach 15 min und weiter nach
30 min Insulin-Behandlung an. Generell waren die Reaktionen mit der Integrin a6-Kette

vergleichbar, so dass von Komplexen mit a6p4 ausgegangen werden kann (Abb. 53).

Immunprazipitation: IGF-1R
Immunobloting: Integrin g4

Stimulation mit Insulin: Omin 15 min 30 min

HacaT ke | . -

IR_scr | 4l - -
Klon 604 _1 - - -
Kion200_2 | s S &

Abbildung 53: Dynamik der Komplex-Bildung zwischen IGF-1R
und Integrin B4-Kette in Abhangigkeit von Insulin-Behandlung bei
HaCaT-Zellen und stabil transfizierten Zell-Klonen.
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4.5 Dynamik von Membran-Komplexen bei HaCaT K6 und stabil
transfizierten IR-KD Zell-Klonen

Bei der Signaltransduktion von IR und IGF-1R spielt die Kompartimentalisierung der
Rezeptormolekiile eine grolle Rolle. Spezifitat der Signalwege wird durch Segregation der
Rezeptoren in spezifische Membrandoménen gewadhrleistet, zu denen auch ,,Lipid Rafts*
gehoren, die eine modifizierte Lipid-Zusammensetzung aufweisen (z.B. erhohter Anteil an
Cholesterin, Glycolipiden, Sphingolipiden, sowie verschiedene Signal-Molekiile) (Balbis et
al., 2000; Balbis et al., 2004).

Um den Einfluss von Insulin auf die Dynamik der ,,Lipid Rafts* in Kontroll-Zellen und in IR-
KD Zell-Klonen zu untersuchen, wurden diese Membran-Doménen aus Zell-Lysaten mit
Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. Dafir wurden die konfluenten Zell-Kulturen direkt
vor der Lyse fir 30 Minuten mit Insulin (8,41 mM) stimuliert. Als Kontrolle dienten Kulturen
ohne Insulin-Stimulation. Die Zellen wurden in Lyse-Puffer abgel6st, homogenisiert und in
einem diskontinuierlichen  Succrose-Gradienten zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Proteine in den gesammelten 12 Fraktionen mit SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennt und
mittels Western Blot analysiert (siehe 3.6.2).

Als Marker fur ,,Lipid Rafts* diente Caveolin-1, ein Hauptbestandteil der Caveolae, die kleine
Invaginationen in der Plasmamembran darstellen und als Unterstrukturen von ,,Lipid Rafts*

definiert sind.

Die Analyse der Fraktionen in den Kontroll-Zellen zeigte, dass ohne Insulin-Behandlung der
uberwiegende Teil von Caveolin-1 in ,Lipid Rafts“ (Fraktion 5) enthalten war. Insulin
bewirkte die Verlagerung der Hauptmenge des Caveolins-1 in Fraktionen héherer Dichte
(Fraktionen 6, 7 und 8) (Abb. 54).

Ohne Insulin befand sich IR zum groten Teil in ,,Lipid Rafts*-Fraktionen (5 und 6, niedrige
Dichte), konnte aber auch in den Fraktionen mit héherer Dichte detektiert werden (9, 10 und
11). Die Applikation von Insulin bewirkte folgende Verdnderungen in der IR-Lokalisation:
Erstens, verlagert sich der grofite Teil des Proteins (Caveolin und IR) aus Fraktion 5 in die
dichtere Fraktion 6; zweitens, konnte IR in den Fraktionen hoher Dichte (9, 10 und 11;
caveolin-frei) nicht mehr nachgewiesen werden und wurde vermutlich in die leichteren
Fraktionen verlagert (Abb. 54).
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Ohne Insulin Mit Insulin
Sucrose (%): 5 35 45 5 35 45

Fraction 4 5 6 7 8 9 10 11 12 4 5 6 7 8 9 Z_I.O 11 12

- . $

IR > — | '
. - g
Caveolin-1 ——> @il ——e —
Lipid Rafts Lipid Rafts

Abbildung 54: Verlagerung des IR in unterschiedliche Membran-Doménen in Abhé&ngigkeit von Insulin-
Behandlung bei HaCaT-Zellen.

Die Analyse der Caveolin-1-Lokalisation in den IR-supprimierten Zell-Klonen zeigte ein
vollig anderes Verlagerungsmuster als bei den Kontrollen.

Ohne Insulin-Behandlung befand sich Caveolin-1 in den Kontroll-Zellen fast ausschlieBlich in
den leichten ,Lipid Rafs“-Fraktionen (Fraktionen 5 und 6). Im Gegensatz dazu konnte
Caveolin-1 bei den IR-supprimierten Zell-Klonen auch in den dichteren Fraktionen
(Fraktionen 5-11) nachgewiesen werden (Abb. 55).

Die Insulin-Stimulation in den Kontrollen bewirkte die Verlagerung des Caveolins-1 in die
Bereiche mit héherer Dichte. In Gegensatz dazu bewirkte Insulin in den IR-supprimierten
Zellen eine Verlagerung des Caveolins-1 sowohl in die leichteste ,,Lipid Raft“-Fraktion als
auch in die Fraktionen mit sehr hohe Dichte (Fraktionen 11 und 12) (Abb. 55). Diese
aberrante Dynamik der Caveolin-1-Verlagerung deutet auf eine Stérung in der Struktur der
,Lipid Rafts* in IR-KD Zellen.
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Sucrose (%): S 35 45
Fraction 4 5 6 7 8 9 10 11 12

HaCaT K6 i
ohne Insulin

Caveolin-1

mit Insulin

Lipid Rafts

Sucrose (%): 5 35 45
Fraction 9 10 11 12

— “ ohne Insulin
Klon 604 1 *
- Caveolin 1 -
_-.. - —“ mit Insulin

Lipid Rafts

Abbildung 55: Verlagerung von Caveolin-1 in unterschiedliche Membran-Domadnen in Abhéngigkeit von
Insulin-Behandlung bei HaCaT-Zellen (oben) und dem IR-supprimierten Klon 604_1 (unten).
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5 Diskussion
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5.1 Suppression von Proteinen mittels siRNA-Methode

Die Gen-Funktion in Saugertier-Zellen kann mit mehreren traditionellen Methoden erforscht
werden, u.a. mittels Applikation von Transgenen, homologer Rekombination, molekularer
Charakterisierung von menschlichen Erbkrankheiten, sowie Herunterregulation von Genen
mit Ribozyme- oder Antisense-Techniken (Elbashir et al., 2002; Agrawal et al., 2003).
Allerdings haben all diese Methoden ihre Vor- und Nachteile und kdnnen somit nicht
universell eingesetzt werden. Eine neuere Alternative fiir die Gen-Funktionsanalyse bietet das
erst seit wenigen Jahren bekannte Phanomen der RNA-Interference (RNAI) und die darauf
basierende siRNA-Technologie (small interfering RNA). RNAi stellt eine sequenz-
spezifische post-transkriptionelle Gen-Suppression dar, bei der doppelstrdngige dsRNA-
Molekiile (double-strand RNA) als Signal fir die Degradation homologer mRNA dienen
(Sharp, 2001; Hannon, 2002; Persengiev et al., 2004).

Der Einsatz von dsRNA fiir die Initiierung von RNAI hat sich als ein universelles Werkzeug
fir die funktionellen genomischen Analysen in Organismen wie C. elegans und Drosophila
schnell etabliert. Sogar ein ,,Screening“ ganzer Chromosomen von C. elegans wurde mittels
dsRNA durchgefihrt (Fraser et al., 2000). Dagegen flhrte die Applikation langer dsRNA-
Molekiile in S&ugertier-Zellen zu einer nicht-spezifischen Suppression der Gen-Expression,
die auf eine Induktion der Interferon-Synthese und nachfolgender Aktivierung verschiedener
interferon-abhangiger Enzyme zurtickzufiihren ist (Stark et al., 1998; Holen et al., 2002). Die
bahnbrechenden Studien von Elbashir (2002) demonstrierten aber, dass kurz-kettige dsSRNAs
mit weniger als 30 Nukleotiden, die als sSiRNA bezeichnet werden, keine Interferon-Antwort
verursachen und somit erfolgreich fir die gezielte Suppression von Genen benutzt werden

kdnnen.

In dieser Arbeit wurde IR- und IGF-1R-Expression in HaCaT-Zellen mittels der siRNA-
Technik herunterreguliert. Fur die transienten Transfektionsexperimente wurden synthetische
siRNAs, bestehend aus zwei komplementéren Strangen mit den UU-Dinukleotid-Uberhéangen,
verwendet (siehe 3.2.2). Allerdings zeigten verschiedene siRNA Sequenzen (je 10 Sequenzen
fir jedes Gen) eine grof3e Divergenz in ihrer Effizienz. Einige Sequenzen hatten gar keinen
oder nur einen moderaten Einfluss auf die Protein-Expression, andere dagegen zeigten einen
sehr starken ,,Knock-Down*-Effekt. So wurde bei den ausgewéhlten Sequenzen, die in dieser
Arbeit fur alle weiteren Experimente benutzt wurden, eine Suppressions-Effizienz von 95 %
erreicht. Solche Unterschiede in der Effizienz von siRNA-Sequenzen wurden auch in anderen
Studien festgestellt (Elbashir et al., 2002) und kdnnen durch mehrere Faktoren verursacht
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werden. So muss beispielsweise berticksichtigt werden, dass die von siRNAs initiierte
Degradation der Ziel-mRNA hochgradig sequenz-spezifisch ist. Besonders kritisch sind dabei
die Nukleotide auf den zentralen Positionen im siRNA-Duplex (Elbashir et al., 2001; Hamada
et al., 2002). Diese Abhéngigkeit des Degradations-Prozesses von der siRNA-Sequenz wird
allerdings durch die Diversitit der genomischen Sequenzen stark beeinflusst.
Polymorphismen einzelner Nukleotide (SNP, single nucleotide polymorphismus) treten im
menschlichen Genom alle 300-500 Basen-Paare auf und haben somit einen grofRen Einfluss
auf die Effizienz der siRNA-Sequenzen (Cargill et al., 1999; Nelson et al., 2004; Huppi et al.,
2005).

Ein anderer wichtiger Faktor, der die Effektivitait der mRNA-Degradation beeinflusst, ist die
Bildung des siRNA/RISC-Komplexes (RISC, RNA induced silencing complex) (siehe 3.2).
Biochemische und funktionelle Studien haben gezeigt, dass die beiden Strdnge eines siRNA-
Molekils eine unterschiedliche Affinitdt zum RISC-Komplex haben. Abhangig davon
welcher Strang in den RISC-Komplex inkorporiert wird, verandert sich die Effizienz von
siRNAs (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003).

So konnten alle oben genannten Faktoren auch in den Experimenten dieser Arbeit fir die
unterschiedliche Suppressions-Effizienz bei der Applikation verschiedener siRNAsS
verantwortlich sein.

Die Transfektionsexperimente mit ausgewdéhlten siRNA-Sequenzen, die fir alle weiteren
Experimente in dieser Arbeit benutzt wurden, zeigten im Verlauf der transienten Suppression
den starksten Effekt nach 72 h. Dagegen hatten andere Autoren (Holen et al., 2003; Devling et
al., 2005), die in HaCaT-Zellen humanen ,, Tissue Factor* (TF) und Protein Keapl mittels
SiRNA supprimierten, eine maximale Suppression bereits nach 24 h Behandlung beobachtet.
Andererseits konnte in anderen Zell-Linien, wie HeLa-Zellen, 3T3 Maus-Zellen und Ratten-
Fibroblasten,  der ,Knock-Down*“-Phanotyp im Zeitraum von 1-3 Tagen nach der
Transfektion detektiert werden (Harborth et al., 2001; Elbashir et al., 2002; Vickers et al.,
2003). Hierbei muss beriicksichtigt werden, dass der Zeitverlauf der Suppression sowohl von
der Effizienz der siRNA-Sequenzen als auch von der Konzentration und dem Umsatz des
Ziel-Proteins abhdngt. Auch die kinetische Balance zwischen der siRNA-induzierten mRNA-
Degradation einerseits, sowie Transkription und mRNA-, Processing“ andererseits, spielt
dabei eine grolRe Rolle (Holen et al., 2003). All diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass der
Verlauf der siRNA-induzierten Suppression von mehreren Faktoren abhéngt und fir jedes

ausgewabhlte Protein individuell ermittelt werden muss.
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Auch die Konzentration der siRNA bei den Transfektionsexperimenten erwies sich als ein
kritischer Faktor. In einigen Studien wurde festgestellt, dass ebenso die kurzen siRNA-
Molekiile, die eigentlich eine Interferon-Antwort vermeiden sollten, potentiell mit anderen
dsRNA-bindenden Proteinen interagieren, was zu unspezifischer Suppression fihren kann
(Persengiev et al., 2004; Rao & Sockanathan, 2005). Deswegen ist es besonders wichtig die
siRNA Konzentration so niedrig wie mdglich zu halten. Im Einklang mit den Berichten
anderer Forschergruppen betrug die optimale siRNA-Konzentration bei meinen Experimenten
100 nM.

Eine ernsthafte Einschrankung beim Einsatz von siRNA-Molekilen fir die gezielte Gen-
Suppression stellt allerdings die Transienz des inhibierenden Effekts dar, der maximal 3-5
Tage anhalt. Um Langzeit-Effekte dieser Suppression zu untersuchen, wurden daher spezielle
Vektoren fiir die Expression von shRNA (short hairpin RNA) benutzt (siehe 3.2.4). In ihrem
Mechanismus und ihrer Effizienz sind shRNA von siRNA nicht zu unterscheiden. Sie werden
daher erfolgreich fir die Generation stabiler Zell-Linien und transgener Tieren fir die gezielte
Suppression individueller Genen benutzt (Hannon & Conklin, 2004; Rao & Sockanathan,
2005). Auch in dieser Arbeit wurden mit dieser Methode die stabilen IR-,,Knock-Down* (IR-
KD) Zell-Klone generiert, die eine Suppression von 50-70 % aufwiesen.

5.2 Einfluss von IR- und IGF-1R-Suppression auf das Verhalten
von HaCaT-Zellen in zweidimensionalen (2D) Kulturen

In dieser Arbeit sollte geklart werden, welchen Einfluss die Suppression von IR oder IGF-1R
auf Proliferation, Apoptose und Differenzierung der HaCaT-Zellen in der konventionellen

zweidimensionalen (2D) Kultur ausiibt.

5.2.1 Einfluss von IR- und IGF-1R-Suppression auf die Proliferation von
HaCaT-Zellen

Die Analyse der Proliferation bei den unbehandelten HaCaT-Zellen zeigte eine stetige Zell-
Zunahme innerhalb der untersuchten Zeitperiode (3 Tage) und zwar nicht nur bei der
Kultivierung in serum-haltigem (DMEM) sondern auch in serum-freiem KGM2-Medium
ohne Insulin-Zusatz. Offensichtlich reichte das in KGM-Medium vorhandene EGF (epidermal
growth factor), das eine wichtige Rolle bei der Proliferation von Keratinozyten spielt (Tsuboi
etal., 1992; Bhora et al., 1995), fiir die anhaltende Proliferation der HaCaT-Zellen aus.

Die Ergebnisse der Proliferationsanalyse bei den transient supprimierten HaCaT-Zellen

belegten die duflerst wichtige Rolle von IR und IGF-1R bei der Regulation proliferativer
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Prozesse in 2D-Kulturen. So zeigten die Befunde dieser Arbeit, dass die transiente
Suppression von IGF-1R in HaCaT-Zellen eine drastische Reduktion der Proliferation
bewirkt. Diese Daten bekraftigen die etablierte Rolle von IGF-1R als einen der wichtigsten
Regulatoren der Zell-Proliferation (Adams et al., 2000; Le Roith, 2000). Aufierdem konnte
hier gezeigt werden, dass die transiente Suppression von IR in HaCaT-Zellen ebenfalls zu
einer deutlichen Abnahme der Proliferation flhrt, die durch den intakten IGF-1R nicht
kompensiert werden kann. Auch bei den stabilen IR-,,Knock-Down* (IR-KD) Zellen konnte
diese ausgepragte Proliferations-Blockade eindeutig festgestellt werden. Die erhaltenen Daten
deuten darauf hin, dass in HaCaT-Zellen nicht nur IGF-1R sondern auch IR als positiver
Regulator der Proliferation fungiert. Auch in anderen Zell-Linien, wie murinen
Keratinozyten, 3T3-L1 Praadipozyten und C2 Muskelzellen, konnte die wichtige Rolle des IR
bei der Regulation der Proliferation nachgewiesen werden (Pinset et al., 1988; Sorisky, 1999;
Wertheimer et al., 2001).

In einem weiteren Versuch sollte der Einfluss von Insulin und IGF-1 auf proliferative
Prozesse bei normalen und stabilen IR-KD Zellen untersucht werden. Um definierte
Stimulationsbedingungen zu gewadhrleisten, sollte die Wirkung von allen anderen
Wachstumsfaktoren minimiert werden. Dafur wurden die entsprechenden Experimente in
serum-freiem KGM2-Medium durchgefiihrt. Uberraschenderweise bewirkte die Behandlung
der Kontroll-HaCaT-Zellen mit IGF-1, dessen stimulierenden Einfluss auf die Proliferation
fiir eine Reihe von Zell-Linien dokumentiert ist (Ristow & Messmer, 1988; Neely et al., 1991;
Edmondson et al., 2001), nur einen moderaten und verzogerten Anstieg der Proliferation erst
nach 72 h. Allerdings zeigten die Untersuchungen von normalen Keratinozyten sowie von
HaCaT-Zellen, dass fur die volle Entfaltung der stimulierenden IGF-1-Wirkung auf die
Proliferation einige zusatzliche Faktoren, wie IGF-1-Bindungsproteine (IGFBP) und das
ECM-Protein Vitronectin, notig sind (Hollier et al., 2005). Somit sollte der eher moderate
Effekt von IGF-1 auf die Proliferation der HaCaT-Zellen in diesen Experimenten auf die
geringen Konzentrationen von IGFBP und Vitronectin im Medium zurtickzufthren sein.

Die Stimulation der Kontroll-HaCaT-Zellen mit Insulin, das neben IGF-1 auch eine wichtige
Rolle beim Wachstum von Keratinozyten spielen kann (Tsao et al., 1982), hatte in diesen
Experimenten keinen Einfluss auf die Proliferations-Raten. Einige Autoren konnten zeigen,
dass IGF-1 in relativ niedrigen Konzentrationen einen positiven Effekt auf die Proliferation
ausubt, wohingegen Insulin die Zell-Proliferation meistens in supraphysiologischen
Konzentrationen (5 pg/ml) stimuliert (Zendegui et al., 1988; Neely et al., 1991; Baur, 1995).

Im Einklang mit diesen Befunden Ubte Insulin, in meinen Experimenten in physiologischen
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Konzentrationen (100 nM) verabreicht, keinen Einfluss auf die Proliferation der HaCaT-
Zellen aus. Auch die Kombination von Insulin und IGF-1 zeigte keinen Effekt auf die
proliferativen Prozesse. Somit konnte der syngergistische Effekt beider Faktoren auf die Zell-
Proliferation, beschrieben fiir murinen Keratinozyten (Shen et al., 2001), fur HaCaT-Zellen
nicht belegt werden.

Die Proliferationsanalysen, bei denen die stabilen IR-KD Zell-Klone mit Insulin/IGF-1
stimuliert wurden, demonstrierten, dass die stimulierende Wirkung von IGF-1 auf die
Kontroll-HaCaT-Zellen durch den ,,Knock-Down* von IR aufgehoben wird. Die Befunde
wiesen ferner darauf hin, dass fur die Entfaltung der stimulierenden Wirkung von IGF-1 auf
die Proliferation nicht nur IGF-1R sondern auch IR notwendig ist. Es muss allerdings auch
beriicksichtigt werden, dass IR in zwei Isoformen vorkommt. IR-A und IR-B Isoformen
entstehen durch alternatives Splicing des Exons 11, haben unterschiedliche Affinitat zu
Insulin-1IGF-Liganden und kdnnen zellulére Prozesse auf unterschiedliche Weise beeinflussen
(siehe 1.3). Entsprechend zeigen auch Hybrid-Rezeptoren, die zwischen IGF-1R und IR-
Isoformen gebildet werden kdnnen, unterschiedliche Liganden-Affinitaten. So wird IGF-
1R/IR-A-Hybrid durch IGF-1, IGF-2 und Insulin aktiviert, wogegen IGF-1R/IR-B eine starke
Affinitat fur IGF-1, schwache fir IGF-2 und gar keine fir Insulin aufweist. Je nach IR-
Isoform haben auch die Hybrid-Rezeptoren unterschiedliche Wirkungen auf zellulére
Prozesse. So wurde fir manche Zell-Linien, wie Maus-Fibroblasten und humane
Hepatoblastoma-Zellen, demonstriert, dass IGF-1R/IR-A Hybrid-Rezeptoren im Vergleich zu
IGF-1R/IR-B, einen besonders starken stimulierenden Effekt auf Proliferation und Zell-
Migration ausuben (Pandini et al., 2002). Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten weisen darauf
hin, dass solche Hybrid-Rezeptoren, die eindeutig in Keratinozyten nachweisbar sind
(Wertheimer et al., 2000), auch in HaCaT-Zellen eine wichtige Rolle bei der Regulation der

Proliferation spielen kénnen.

5.2.2 Einfluss von IR- und IGF-1R-Suppression auf Apoptose von HaCaT-
Zellen

Die mikroskopischen Untersuchungen von HaCaT-Zellen mit transient supprimiertem IR oder
IGF-1R belegten, dass der Verlust von IGF-1R verheerende Folgen fir die Vitalitat der Zellen
hatte, was nach ca. 5 Tagen zum kompletten Absterben der Kulturen fiihrte. Im Gegensatz
dazu Uberlebten die IR-supprimierten Zellen zu einem betrachtlichen Teil, wobei die Kulturen

trotz erhohter Differenzierung (siehe unten) weiter expandierten.
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Die Analyse der IGF-1R-supprimierten Zellen (TUNEL-Assay) zeigte einen starken Anstieg
der Apoptose innerhalb des untersuchten Zeitraums (3 Tage). Dabei machte die TUNEL-
Farbung eine groRe Anzahl von fragmentierten Kernen sichtbar, was fiir apoptotische Zellen
charakteristisch ist. Die erhaltenen Daten bekréaftigen wiederum die postulierte Rolle von
IGF-1R als wichtigen anti-apoptotischen Faktor. So war in mehreren anderen Studien gezeigt
worden, dass die Suppression von IGF-1R sowohl in verschiedenen Zell-Linien als auch in
vivo zu einem starken Anstieg der Apoptose und zur Wachstum-Inhibierung fuhrt (Resnicoff
et al., 1995a; Resnicoff et al., 1995b; Baserga et al., 2003).

Allgemein wurde bisher angenommen, dass IR im Vergleich zum IGF-1R eine eher
untergeordnete Rolle bei der Regulation von mitogenen und anti-apoptotischen Prozessen
spielt. Jedoch mehren sich in letzter Zeit Befunde, dass auch IR als starker anti-apoptotischer
Faktor fungieren kann, u.a. im Gehirn, im peripheren Nervensystem und in der Retina (Rajala
et al., 2005; Plum et al., 2005). Die Apoptose-Analyse bei IR-supprimierten HaCaT-Zellen
demonstrierte eine groRe Divergenz in der Apoptose-Reaktion zwischen den Ansétzen mit
den unterschiedlichen IR-siRNA-Sequenzen. So zeigte die TUNEL-Analyse bei den mit
SIRNA_IR_604 transfizierten Zellen einen starken Anstieg der positiven Signale, wogegen
bei den mit der anderen Sequenz (SIRNA_IR_200) behandelten Zellen nur ein moderater
Anstieg beobachtet werden konnte. AuBerdem waren nur wenige fragmentierte Kerne
sichtbar, in klarem Gegensatz zu den IGF-1R-supprimierten Zellen.

Dies lieR Zweifel an der Verlasslichkeit des Apoptose-Nachweises unter bestimmten in vitro
Bedingungen aufkommen. In diesem Sinn legten die nachfolgenden Untersuchungen offen,
dass bei den mit siRNA_IR_604 behandelten Zellen die Expression von Keratin 1/10 (K1/10)
stark erhdht war (siehe unten, 5.2.3). Diese Keratine dienen als Marker flr epidermale
Differenzierung und werden verstarkt in den Zellen exprimiert, die in die terminale
Differenzierung eingeschleust werden. Der Prozess der terminalen Differenzierung beinhaltet
u.a. den Abbau von Zellkernen und ist mit der Degradation von DNA und RNA verbunden.
Dies fihrt dazu, dass die dabei entstandenen DNA-Bruchstiicke im TUNEL-Assay erkannt
und positiv markiert werden, was eine erhohte Apoptose-Rate vortduschen dirfte. Diese
Vermutung wurde weiter durch die Immunfluoreszenz-Analyse der auf Apoptose getesteten
Zellen belegt, die noch zusétzlich mit einem Pan-Keratin-Antikorper gefarbt wurden. Dies
machte deutlich, dass bei den mit siRNA_IR_604 behandelten Zellen die positiv markierten
»apoptotischen* Kerne zum gréfiten Teil zu differenzierenden Zellen gehorten, was anhand
der verstarkten Keratin-Expression gut zu erkennen war. Diese Erkenntnisse weisen darauf

hin, dass fir die Apoptose-Untersuchung in HaCaT-Zellen der TUNEL-Assay nur bedingt
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geeignet ist, da nicht nur apoptotische, sondern offensichtlich auch differenzierende Zellen
positiv markiert sein kénnen. Somit beruhte die registrierte ,,starke Erhéhung der Apoptose-
Rate” bei den mit sSiRNA_IR_604 behandelten Zellen offensichtlich auf einen hohen Anteil
von differenzierenden Zellen, die durch den TUNEL-Assay félschlich als apoptotisch erkannt
wurden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in HaCaT-Zellen IGF-1R als starker anti-
apoptotischer Faktor fungiert, wahrend IR eher eine untergeordnete Rolle bei der Regulation

apoptotischer Prozesse spielt.

5.2.3 Einfluss von IR- und IGF-1R-Suppression auf Differenzierung von
HaCaT-Zellen

Die Differenzierung epidermaler Zellen ist ein komplexer und dynamischer Prozef3, der von
vielen Faktoren bestimmt wird. Der regulére Ablauf der epidermalen Differenzierung, in vivo
sowie in 3D-Kokulturen, hangt u.a. vom Kontakt der Keratinozyten zur extrazelluldren
Matrix, sowie dem koordinierten Einfluss autokriner und parakriner Faktoren ab. Hierzu ist
die kooperative Wirkung von Fibroblasten unerlasslich. Bei den im zweidimensionalen (2D)
System kultivierten Zellen sind diese Parameter nicht gegeben, aber andere Faktoren kommen
ins Spiel. So hangt der Differenzierungsgrad einer Keratinozyten-Population in der 2D-Kultur
unter anderem von der Zell-Dichte, der Ca®*- sowie der Retinoid-Konzentration im Medium
ab, woraus sich eine Balance zwischen Proliferation, Migration und Differenzierung ergibt.
Somit stellen die 2D-Kulturen eine heterogene Population von Zellen dar, die zu einem
gegebenen Zeitpunkt unterschiedliche Differenzierungsgrade aufweisen.

Trotz der Unterschiede zu den Bedingungen in 3D-Kokulturen, bietet die Analyse der
HaCaT-Zellen in 2D-Kultur Aufschlisse tber den Einfluss von IR- und IGF-1R-Suppression
auf das Differenzierungsverhalten der epidermalen Zellen. Die epidermalen Keratinozyten
sind fahig in 2D-Kulturen zu stratifizieren und somit manche in vivo-Aspekte der
Differenzierung zu imitieren (Breitkreutz et al., 1981; Breitkreutz et al., 1986; Bowden et al.,
1987). So konnen beispielsweise die kultivierten Keratinozyten ,.cornified envelopes*
ausbilden und ,,Schuppen® formen, was die Bildung des Stratum corneum in vivo nachahmt.
Dies gilt auch fur HaCaT-Zellkulturen, die beim Erreichen hoher Zell-Dichten zu
stratifizieren beginnen, wobei differenzierte Zellen in oberen Schichten akkumulieren
(Breitkreutz et al., 1993).

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass die Suppression von IR, nicht aber von

IGF-1R, in HaCaT-Zellen zu einigen deutlichen Abweichungen vom reguldren
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Differenzierungsmuster fuhrt. So beginnt die Stratifizierung bei den kultivierten IR-
supprimierten Zellen bei sehr geringer Zell-Dichte in einzelnen Zellinseln, so dass die
terminal differenzierenden Zellen schon nach 24 h in den oberen Schichten detektiert werden
konnen. Ein derart abnormales Verhalten, charakteristisch fir alle untersuchten IR-
supprimierten Zellen, aber besonders stark ausgepréagt bei sSiRNA _IR_604, deutet auf starke
parakeratotische Prozesse hin, die zusétzlich durch aberrante Expression von
Differenzierungsmarkern begleitet sind.

Als Differenzierungsmarker dienten in dieser Arbeit hauptsachlich die Proteine Keratin 1/10
(K1/10) fir ein fruhes sowie Filaggrin fur ein spates Stadium der Differenzierung. Diese
Proteine werden nicht nur in vivo sondern auch in 2D-Kulturen nach einem charakteristischen
Muster exprimiert.

Frihere Untersuchungen an normalen HaCaT-Zellen hatten gezeigt, dass die Expression
dieser Proteine, insbesondere von Keratin 1/10, in 2D-Kulturen unter anderem sehr stark von
der Zell-Dichte abhdngt (Ryle et al., 1989). So konnte anfangs (in ersten 3-5 Tagen) nur
wenig K1/10 detektiert werden, wogegen nach 10-16 Tagen beim Erreichen hoher Zell-Dichte
sehr viel K1/10 exprimiert wurde. Da sich meine Untersuchungen nur auf die Anfangsphase
der 2D-Kulturen von 1-3 Tagen beschrankten, konnten in den Kontroll-HaCaT-Zellen nur
kleine K1/10-Mengen detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigt die Analyse der IR-
supprimierten Zellen einen starken Anstieg der K1/10-Expression schon nach 72 h
Kultivierung, besonders auffallend bei den mit sSiRNA_IR_604 behandelten Zellen.

Auch der ,,spate* Marker Filaggrin, in Kontrollen nur in kleinen Mengen produziert, wurde in
IR-supprimierten Zellen (besonders bei den mit SIRNA_IR_604 behandelten Zellen) verstarkt
exprimiert und zwar Uberwiegend in den parakeratotischen Bereichen terminal differenzierter
Zellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei der Kultivierung normaler HaCaT-Zellen die
Aktivierung von IR-,Signaling“ einen inhibierenden Einfluss auf die K1/10- und Filaggrin-
Expression austibt. Umgekehrt fuhrt die Suppression von IR zu einer fehlerhaften Aktivierung
des Differenzierungsprogramms und damit zu einem stark parakeratotischen Phanotyp. Diese
Befunde belegen somit, dass in HaCaT-Zellen unter diesen experimentellen Bedingungen IR
eine sehr wichtige Rolle bei der Koordination der Differenzierungsprozesse spielt. Dagegen
hat IGF-1R nach diesen Ergebnissen nur wenig Einfluss auf die Differenzierung von HaCaT-
Zellen. Ein Grund dafur konnte allerdings die Regulation des konkurrierenden Apoptose-
Wegs durch IGF-1R sein. Da die IGF-1R-Suppression zu einer starken Initiation der
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Apoptose fuhrt (siehe oben), kann anscheinend bei den betroffenen Zellen das
Differenzierungsprogramm nur bedingt ablaufen.

Allerdings zeigen die Untersuchungen von murinen Keratinozyten, dass bei der Ca®'-
induzierten Differenzierung Insulin einen stimulierenden, IGF-1 dagegen einen inhibierenden
Effekt auf die Zellen ausubt (Wertheimer et al., 2000). Auch kultivierte Keratinozyten, die aus
einer IR-,,Knock Out* Maus isoliert werden, weisen eine Reduktion von K1/10-Expression
auf. Der Widerspruch zwischen diesen Befunden und meinen Ergebnissen weist darauf hin,
dass die Effekte von IR und IGF-1R auf die Differenzierungs-Prozesse hochgradig zell-
und/oder spezies-spezifisch sind. AuBerdem kann diese Diskrepanz nicht nur auf generelle
Unterschiede zwischen priméren Maus-Keratinozyten und humanen HaCaT-Zellen sondern
auch auf die unterschiedlichen experimentellen Bedingungen zurtickgefihrt werden. Wahrend
in der Gruppe von E. Wertheimer die Zell-Differenzierung gezielt mit dem Ca?* induziert
wird, wurde hier die spontane Differenzierung in HaCaT-Zellen untersucht, die auch sehr
stark von der Zell-Dichte abhangig ist. Letzteres setzt auch einen Erhalt des Zellwachstums

voraus.

5.2.4 Einfluss von IR- und IGF-1R-Suppression auf Zellwachstum

Die Wachstumskinetiken sowohl von unbehandelten als auch von transient transfizierten
HaCaT-Zellen wurden in dieser Arbeit durch Ermittlung der Zellzahl analysiert. Innerhalb der
untersuchten Periode (3 Tage) stieg die Zellzahl in Kontroll-Kulturen stetig an. Im Kontrast
dazu fihrte die Suppression von IR und IGF-1R zu einer deutlichen Reduktion des
Wachstums. Allerdings ist das Wachstum einer Zell-Population ein komplizierter Prozess, der
nicht allein durch die Zellzahl charakterisiert werden kann. Vielmehr spielt die Balance
zwischen Proliferation und Absterbe-Rate, bzw. Differenzierung der Zellen eine
entscheidende Rolle. So bedeutet eine sinkende Zellzahl nicht immer eine Reduktion der
Proliferation, sondern kann auch auf steigender Apoptose oder, im Fall von Keratinozyten,
auf einer Erh6hung der terminalen Differenzierung beruhen.

Das stetig ansteigende Wachstum der Kontroll-HaCaT-Zellen beruht auf einer hohen
Proliferationsrate, konstant niedriger Apoptose und einem geringen Level an
differenzierenden Zellen. Die hier erlangten Ergebnisse verdeutlichen, dass die Abnahme des
Wachstums bei den IGF-supprimierten Zellen in erster Linie auf eine Reduktion der
Proliferation und eine starke Erhohung der Apoptose beruhte. Bei den IR-supprimierten

Zellen war die Reduktion des Wachstums mit einer niedrigen Proliferationsrate und erhéhten
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terminalen Differenzierung assoziiert, wobei Apoptose (soweit von Differenzierung

unterscheidbar) eine eher untergeordnete Rolle spielen dirfte.

5.2.5 Einfluss der stabilen IR-Suppression auf Gen-Expressionsmuster in
HaCaT-Zellen

Die Pathogenese von Diabetes ist eng verbunden mit Veranderungen der Gen-Expression
(Sreekumar et al., 2002; Yechoor et al., 2002). Einerseits konnen diese Verédnderungen durch
die verminderte Aktivitdt des Insulins und folglich durch die Abschwachung der
Signaltransduktion via IR verursacht sein. Andererseits spielen auch die indirekten Einfliisse
der metabolischen und humoralen Stdérungen bei Diabetes eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Gen-Expression.

Die Analyse der stabil transfizierten IR-,,Knock-Down* (IR-KD) Zell-Klone ermdglichte die
Untersuchung direkter Effekte der Insulin-Signaltransduktion auf die Gen-Expression in
HaCaT-Zellen. Dabei bestatigen sich alle auf mRNA-Ebene festgestellte Verdnderungen im
Expressionsmuster auch auf Protein-Ebene.

So wurde in dieser Arbeit der Einfluss der IR-Suppression auf die Expression einiger
Proteine, die in der Insulin-Signaltransduktion sowie in IR-Membran-Interaktionen involviert
sind, analysiert. Die Ergebnisse der RT-PCR und Western Blot Analysen zeigten, dass die
Expression von Caveolin-1, Integrinen f1 und g4 sowie von IRS-1 vom IR-,,Knock-Down*
nicht beeinflusst wurde. Dagegen waren PKCa und PKC3 in allen Klonen herunterreguliert
und IGF-1R in fast allen Klonen Uberexprimiert. Integrin a6 wurde in manchen Klonen
herunter- in anderen dagegen hochreguliert und zeigte dadurch eine deutliche Divergenz im
Expressionsmuster.

Auch in mehreren anderen Studien war gezeigt worden, dass die IR-Signaltransduktion einen
Einfluss auf die Expression vieler verschiedener Gene ausubt. So demonstrierten die
Untersuchungen an der FIRKO Maus (fat-specific insulin receptor knock-out mice), dass der
,Knock-Out“ von IR in Adipozyten zu Veranderungen der Expression von 48 Genen fiihrt.
Dabei bleibt der Expressionslevel von IRS-1, IRS-2 und PI-3-Kinase weitgehend unverandert,
wogegen MAP-Kinase und PKCd herunterreguliert und IGF-1R signifikant tGberexprimiert
wird (Bluher et al., 2004). Vergleichbare Befunde ergaben sich auch in dieser Arbeit in IR-
KD HaCaT-Zell-Klonen. Entsprechend zeigten die Untersuchungen an der MIRKO Maus
(muscle insulin receptor knock-out mice), dass im Skelettmuskel 67 Gene direkt durch
Insulin-Signaltransduktion reguliert werden (Yechoor et al., 2004). Darunter sind mehrere
Gene, die fir die Elemente der verschiedenen Signaltransduktions-Ketten kodieren, wie z.B.
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cAMP-spezifische Phosphodiesterase 4 und Akt-2, des weiteren Gene fir membrangebundene
oder metabolische Proteine sowie fur verschiedene Transkriptions- und Translationsfaktoren.
Die genauen Mechanismen, wie IR die Gen-Expression reguliert, sind nicht vollig geklért.
Wichtige Einblicke bieten Studien, die sich mit dem Einfluss von IR auf Aktivierung oder
Inhibition verschiedener Transkriptionsfaktoren beschaftigten. Einer der Transkriptions-
faktoren in Muskelzellen, der durch den ,,Knock-Out“ von IR starker exprimiert wird, ist DR-
1 (down-regulator of transcription) (Yechoor et al., 2004). DR-1 ist ein Phosphoprotein, das
mit dem TATA-Box-Bindungsprotein (TBT) interagiert und dadurch die Transkription
inhibiert (White et al., 1994). Einige andere wichtige Transkriptionsfaktoren aus der Familie
der FOXO-Proteine (fork-head-related proteins) werden vom IR (ber die Akt Kinase
beeinflusst. Die Phosphorylierung von FOXO-Proteinen an Serin/Threonin Resten fihrt zu
ihrer Inaktivierung im Cytoplasma und dadurch zur Herunterregulation von spezifischen Ziel-
Genen, die u.a. in der Zell-Zyklus Progression und in Apoptose-Mechanismen involviert sind
(Brunet et al., 1999; Alvarez et al., 2001; Puig & Tjian, 2005).

Die Suppression von IR fiihrte in meinen Experimenten zu gewissen Verdnderungen im
Integrin-Expressionsmuster. Die Expression von B1-Integrin, das in der Epidermis Uber a2p1
und a3pB1 den Kontakt zwischen Aktin-Cytoskelett und ECM herstellt, blieb unverandert. Im
Gegensatz dazu wurde Integrin a6p4, das ein zentrales Element der Hemidesmosomen
darstellt, stark beeinflusst und in manchen IR-KD Klonen herunter- in anderen dagegen
hochreguliert. Auch andere Studien ergaben, dass der Einfluss von IR auf die Gen-Expression
innerhalb einer Zell-Linie unterschiedlich sein kann. So variiert beispielsweise der Einfluss
des IR-,,Knock-Out's* auf die Gen-Expression im adiposen Gewebe der FIRKO Maus in
Abhangigkeit von der Subklasse der Adipozyten (Bluher et al., 2002; Bluher et al., 2004).
Analog zu diesen Befunden kann der unterschiedliche Gehalt an Integrin a6p4, der in IR-KD
Klonen festgestellt wurde, auf anderen Parametern, wie z.B. dem Differenzierungszustand der
gesamten Zell-Population beruhen.

Die nachfolgenden Untersuchungen von dreidimensionalen (3D) organotypischen Kokulturen
(siehe unten) belegten, dass sich nicht nur Expression und Synthese sondern auch die
Lokalisation von Integrin a6p4 in IR-KD Klonen verdnderte. Solche Verédnderungen in der
Integrin-Verteilung sind oft mit einem Ubergang zum malignen Phanotyp assoziiert. So zeigt
a6B4, das normalerweise am starksten am basalen Pol basaler Zellen lokalisiert ist, eine
deutliche perizelulldre und suprabasale Umverteilung in Transplantaten maligner HaCaT-ras
Klone (Tomakidi et al., 1999).
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Storungen im Integrin-Muster kénnen die betroffenen Zellen stark beeinflussen. Sie treten in
vielen ,,Stress-Situationen* des Gewebes auf, z.B. in der Wundsituation oder in Psorias, und
sind meist mit einem hyperplastischen Status bzw. einer erhohten Zellmotilitat innerhalb des
Gewebes verbunden (Grinnell, 1992; Hertle et al., 1992). Auch in HaCaT IR-KD-Klonen
fiihrte die IR-,,Knock-Down* bedingte Uberexpression von Integrin a.6p4 zu Veranderungen

im Migrationsverhalten in 2D-Kulturen (siehe unten).

5.2.6 Einfluss der stabilen IR-Suppression auf Migration von HaCaT-Zellen

Zell-Migration ist ein wichtiger Vorgang, der fiir die verschiedensten Prozesse, wie
Wundheilung, Angiogenese, Embryonal-Entwicklung sowie Tumorinvasion und Metasta-
sierung eine Schlisselrolle spielt (Choma et al., 2004). Das Migrationsverhalten sowie
entsprechende stimulierende Faktoren unterscheiden sich sehr stark in Abhangigkeit vom
Zelltyp. Allerdings ist der zugrunde liegende Mechanismus der Migration bei allen Zellen
gleich und umfasst u.a. die Reorganisation des Aktin-Cytoskeletts, gekennzeichnet durch eine
polarisierte Polymerisation und Bildung von Lamellipodia. Weiter kommt es zu
Verdanderungen in Interaktionen zwischen Integrinen und ECM sowie molekularen
Schaltvorgéngen, an denen Rho und Rac GTPasen maflgeblich beteiligt sind.

Die Aufgabe war zu kléaren, welchen Einfluss die IR-Suppression auf das Migrationsverhalten
der HaCaT-Zellen auslibt.

Die beobachtete Migration von Kontroll-HaCaT-Zellen war typisch fur epidermale
Keratinozyten (Choma et al., 2004). Die Zellen migrierten in der ,,Wundregion* (in Kultur auf
Plastik) in einem zusammenhdngenden Verband und bildeten so genannte ,,Migrations-
zungen®. Auch die Zellen des IR-KD Klons 200_2 migrierten nach diesem Muster, allerdings
deutlich langsamer und unregelmaBiger als in den Kontrollen. Da wie oben beschrieben bei
Klon 200_2 neben IR auch Integrin a6p4 stark reduziert war, liegt ein Zusammenhang zur
reduzierten Migration nahe. Im Gegensatz dazu zeigte IR-KD Klon 604_1 ein grundsatzlich
anderes Migrationsverhalten. Bei diesem Klon ist IR ebenfalls stark reduziert, umgekehrt aber
a6p4 Uberexprimiert. Die Zellen vom Klon 604_1 verloren ihren epithelialen Charakter und
migrierten verstreut als Einzelzellen. Solche Einzelzell-Migration ist sowohl fir Keratino-
zyten mit gestorter Integrin-Funktion (Russell et al., 2003; Choma et al., 2004) als auch fir
neoplastische Zellen charakteristisch.

Die Ergebnisse der Migrationsanalyse deuten darauf hin, dass die Reduktion der IR-
Expression alleine keine signifikanten Veranderungen im Migrationsverhalten der HaCaT-

Zellen verursacht. Vielmehr ist die verstreute Migration von IR-KD Zellen, diesen
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Experimenten zufolge, mit einem erhohten Level von Integrin a6p4 assoziiert. Da der
Expressionslevel der B1-Integrine sich dabei nicht verandert, liegt die Vermutung nahe, dass
die IR-KD-bedingte Stérung der Balance zwischen B1-Integrinen und a6B4 das normale

Migrationsverhalten stark beeintrachtigt.

Eine weitere wichtige Frage war, welchen Einfluss Insulin bzw. IGF-1 auf die Migration der
HaCaT-Zellen und IR-KD Zell-Klone austben.

Die quantitative Untersuchung von Kontroll-HaCaT-Zellen hatte gezeigt, dass ihre Migration
am starksten durch IGF-1 allein oder in Kombination mit Insulin stimuliert wird.
Entsprechend war in anderen Studien gezeigt worden, dass IGF-1 die Migration von
Keratinozyten stimuliert und zwar indem es die Aktin-Polymerisation und die Bildung von
Lamellipodia beeinflusst (Tsuboi et al., 1992; Ando & Jensen, 1993; Haase et al., 2003; Hyde
et al., 2004). Fir Insulin wurde gefunden, dass es die Zell-Migration beeinflusst indem es die
Aktivitdt von Rho-GTPasen stimuliert, was zur Reorganisation des Aktin-Cytoskeletts flhrt
(Nobes et al., 1995). In meinen Experimenten hatte Insulin allerdings einen eher moderaten
Effekt auf die Migration von HaCaT-Zellen. Interessanterweise flhrte die Inhibition von IGF-
1R durch blockierende Antikdrper zu einer Aufhebung der Stimulation nicht nur durch IGF-1
sondern auch durch Insulin oder beide Faktoren in Kombination. Zusétzlich demonstrierte die
Analyse der Migration von IR-KD Zell-Klonen, dass die Suppression von IR zu einer
Aufhebung des stimulierenden Effekts von Insulin sowie IGF-1 flhrt. Die Daten deuten
darauf hin, dass in HaCaT-Zellen beide Rezeptoren bzw. Hybrid-Rezeptoren IGF-1R/IR
notwendig sind, um den stimulierenden Einfluss von Insulin und IGF-1 zu gewahrleisten. In
der Literatur ist dokumentiert, dass in verschiedenen Zell-Linien die Hybrid-Rezeptoren,
besonders IGF-1R/IR-A Hybride, einen starken Einfluss auf die Regulation von der
Proliferation und Migration ausiiben (Pandini et al., 2002). Entsprechend scheinen diese
Hybrid-Rezeptroren auch in HaCaT-Zellen nicht nur bei der Regulation von Proliferation

sondern auch bei Migrationsprozessen eine wichtige Rolle zu spielen.

5.3 Einfluss von IR-Suppression auf Wachstumsverhalten und
Differenzierung in dreidimensionalen Kokulturen

5.3.1 Epithelbildung und Struktur

Der Einfluss der Suppression von IR auf Stratifizierung und Differenzierung des Epithels

wurde mit Hilfe des dreidimensionalen (3D) organotypischen Kokultursystems (OTK)
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untersucht. Hierbei bildet die Keratinozyten-Linie HaCaT &hnlich wie normale humane
Keratinozyten (NHK) ein mehrschichtiges, differenziertes Epithel, dessen Aufbau
uberwiegend dem der normalen Epidermis entspricht. Allerdings erfolgt die Entwicklung des
Epithels im Vergleich zu NHK verzogert, da HaCaT-Zellen auf einer Kollagengel-Matrix
wesentlich schlechter als NHK wachsen und in 3D-Kokulturen noch stérker von der Présenz
dermaler Fibroblasten abhédngig sind. So bilden NHK bereits nach einer Woche ein
mehrschichtiges, differenziertes Epithel, wahrend sich mit HaCaT-Zellen erst nach 2-3
Wochen ein vergleichbares Epithel entwickelt. Zudem generieren HaCaT-Zellen unter diesen
Kulturbedingungen (OTK) im Gegensatz zu NHK ein parakeratotisches Stratum corneum,
d.h. die epidermale terminale Differenzierung erfolgt nur unvollstdndig (Baur, 1995; Schoop
et al., 1999). Diese Defizite in der epidermalen Struktur bleiben auch bei langerer
Kultivierungszeit in 3D-Kokulturen bestehen. Entsprechende Stérungen in vergleichbaren in
vitro-Hautdquivalenten wurden auch von anderen Gruppen beobachtet (Syrjanen et al., 1996;
Boelsma et al., 1999). Dagegen werden diese Mangel in Transplantaten von HaCaT-Zellen
auf immun-defiziente Nacktmause, wo sie epidermis-ahnliche Epithelien bilden, weitgehend
behoben (Breitkreutz et al., 1997; Breitkreutz et al., 1998). Dies macht die Rolle der Mikro-
Umgebung besonders deutlich. Offensichtlich ist in HaCaT-OTKs die Interaktion mit den
Fibroblasten im Dermisaquivalent nicht ausreichend fiir die Ausbildung einer normalen
Gewebestruktur.

Die OTKs von IR-KD Zell-Klonen zeigten starke Abweichungen von HaCaT Kontroll-
Epithelien. Nur Klon 200_1, bei dem die IR-Suppression lediglich ca. 50 % betrug, bildete ein
vergleichbar gut strukturiertes Epithel, allerdings mit extrem diinnen vitalen Schichten. Die
Klone mit einer starken IR-Suppression bildeten Epithelien mit einer duBerst aberranten
Struktur und deutlich verminderter Polarisierung, so dass die Unterschiede zwischen
epithelialen Schichten nicht mehr zu erkennen waren. Das Stratum corneum, wenn
vorhanden, war in allen Fallen stark parakeratotisch.

Normalerweise ist die Ausbildung der Epithel-Strukturen von einem koordinierten Einfluss
verschiedener Faktoren abhéngig. Der fehlerhafte Aufbau der IR-KD Epithelien deutet darauf
hin, dass durch den ,,Knock-Down* von IR diese Koordination stark gestort wird. Einer der
wichtigsten Parameter, welcher den Epithel-Aufbau in organotypischen Kokulturen
beeinflusst, ist die Interaktion zwischen Keratinozyten (HaCaT-Zellen) und Fibroblasten, die
nach einem doppelt parakrinen Mechanismus erfolgt (Maas-Szabowski et al., 2001). Dabei
sezernieren die Keratinozyten Interleukin-1, was zur vermehrten Synthese von KGF

(keratinocyte growth factor) und FGF-7 (fibroblast growth factor 7) in den Fibroblasten fuhrt.



DISKUSSION 138

Diese Faktoren ihrerseits stimulieren die Proliferation von Keratinozyten und somit auch den
Epithel-Aufbau. Nach mehreren Studien wird die Expression von Interleukin-1 (IL-1) in
Keratinozyten u.a. durch den MAP-Kinase-Signalweg reguliert (Henley et al., 2003). Bereits
friher war die Beteiligung der PKC-Signalwege an der Stabilisierung von IL-1 mRNA in
Zell-Linien, wie humanen Fibrosarkom-Zellen, diskutiert worden (Gorospe et al., 1993).
Generell konnte die bedeutende Rolle von PKCs bei der Epithelbildung auch in HaCaT-
Zellen nachgewiesen werden (Daum, 2004). So fiihrte die Uberexpression von PKCo und § in
OTKSs von HaCaT-Zellen zu doppelt so dicken, mehrschichtigen und gut ausdifferenzierten
Epithelien. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Expressionsanalyse zeigte, dass die
beiden wichtigen PKC-Isoformen o und & in allen untersuchten IR-KD Klonen stark reduziert
sind. Hochstwahrscheinlich fuhren die Verédnderungen und Stérungen in der PKC-Signal-
transduktion zu einer Beeintrdchtigung der Interaktionen zwischen Fibroblasten und

Keratinozyten, was als einer der Griinde fur aberrante Epithelbildung anzusehen ist.

Ein zusétzliches Merkmal des aberranten Verhaltens mancher IR-KD Klone in Kokulturen ist
ein invasives Wachstum. Bei diesem Ph&nomen wachsen die epidermalen Zellen massiv in
die Kollagenmatrix ein. Allerdings wurde diese Art von Wachstum nur bei den Klonen mit
Uberexpression von Integrin a6p4 festgestellt. Ubereinstimmend war mehrfach gezeigt
worden, dass dieses Integrin in vielen Karzinomen uberexprimiert ist, beziehungsweise das
invasive Potential verschiedener Zell-Linien durch die Uberexpression erhoht werden kann
(Savoia et al., 1993; Rossen et al., 1994).

Die histologischen OTK-Préparate von Klon 604_1, bei dem o634 erhoht ist, besitzen grofie
Ahnlichkeit mit den OTKs von malignen HaCaT-ras Klonen, die zum Teil im Kokultur-
Modell aber besonders ausgepragt in vivo invasives Verhalten demonstrieren (Baur, 1995;
Tomakidi et al., 1999). Bei diesen malignen HaCaT-ras Klonen ist das invasive Potential mit
einer erhohten proteolytischen Aktivitat (Baumann et al., 2000) sowie mit einer generellen
Erhohung der Integrine (a6p4 und PB1- Integrine) assoziiert (Baur, 1995, Tomakidi et al.,
1999). Zusammenfassend zeigt die Analyse der OTKs von IR-KD Klonen, dass in manchen
Fallen der Verlust von IR zum Erwerb von Kriterien fiihrt, die flr maligne Zell-Linien

charakteristisch sind.

5.3.2 Proliferation von HaCaT-Zellen und IR-KD Zell-Klonen in OTKs

Starke IR-Suppression beeintrachtigt deutlich die Proliferation von HaCaT-Zellen in OTKs.

Im Vergleich zu Kontroll-OTKs, bei denen die Proliferation auf einige Zellen hauptsachlich
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der basalen Schicht beschrankt war, zeigten IR-KD Klone eine erhebliche Reduktion in der
Zahl proliferierender Zellen. Zusatzlich waren proliferierende Zellen nicht nur auf die basale
Schicht beschrankt, sondern befanden sich auch in den oberen Epithel-Schichten, was die
Storung der Epithel-Polarisierung weiter verdeutlicht. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass
IR eine wichtige Rolle bei der Regulation proliferativer Prozesse in HaCaT-Zellen spielt.
Somit werden meine Untersuchungen an 2D-Kulturen sowie die Daten anderer Gruppen
durch die Befunde in 3D-Kokulturen bestétigt. Zudem ist auch in vivo der Einfluss von IR auf
die Proliferation der Keratinozyten hinreichend belegt, zumindest in der Maus. So zeigt die
IR-,,Knock Out“ Maus ebenfalls eine deutliche Reduktion der Proliferation von basalen
Zellen in der Haut (Wertheimer et al., 2001).

5.3.3 Differenzierung von HaCaT-Zellen und IR-KD Zell-Klonen in OTKSs

Zur Charakterisierung der Differenzierung in OTKs wurden typische Marker untersucht und
zwar Keratin 1 und 10 (K1/10) fir frihe sowie Filaggrin, Involucrin, Loricrin und Repetin fir
spate Stadien der Differenzierung.

In OTKs von Klon 200_1, der eine niedrigere IR-Suppression (ca. 50 %) aufweist, war das
K1/10 Expressionsmuster praktisch unverandert, das heif3t deutlich erkennbar in suprabasalen
Schichten wie in HaCaT-Kontrollen. Dagegen zeigten die Klone mit starker IR-Suppression
eine verspétete Expression von K1/10, die somit auf die oberen Zellschichten beschrankt war.
Im Vergleich zur K1/10-Expression wurden die spaten Differenzierungsmarker in OTKSs von
IR-Suppression nur wenig beeinflusst und wurden in fast allen Klonen normal in den
aulersten Epithel-Schichten exprimiert. Lediglich Klon 200 2 mit hoher IR-Suppression
zeigte starke Abweichungen in der Verteilung des Filaggrins, das in suprabasalen Schichten
lokalisiert war. Dies unterstreicht den weitgehenden Verlust epithelialer Polaritat, was sich
somit, entsprechend den histologischen Untersuchungen, nicht nur durch eine abnormale
Proliferation, sondern auch durch den Verlust der koordinierten Differenzierung manifestierte.
Zusammenfassend erlauben die erhaltenen Daten die Schlussfolgerung, dass IR eine wichtige
Rolle beim reguldren Ablauf des Differenzierungsprogramms epidermaler Keratinozyten
spielt und am starksten die Muster von friihen Differenzierungsmarkern beeinflusst.
Anderseits stellen die Ergebnisse der 3D-Kokulturen die Relevanz beziglicher Daten in
konventionellen 2D-Kulturen fur die Hautphysiologie in gewissem Umfang in Frage. Zwar
hatten die Untersuchungen an 2D-Kulturen belegt, dass IR die Differenzierungsprozesse
beeinflussen kann (Wertheimer et al., 2000; eigene Daten, Diskussion siehe oben), doch

stimmen die Befunde im 2D-System nicht immer mit den Ergebnissen von 3D OTKs uberein.
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Es ware zu erwarten, dass die IR-Suppression im Einklang mit den 2D-Daten auch in OTKs
zu einem deutlichen Anstieg der Keratin 1/10-Expression fuhrt. Das war allerdings nicht der
Fall. Auch die starke Erhohung der Filaggrin-Expression, die bei den kultivierten HaCaT-
Zellen festgestellt wurde, konnte im 3D-System nicht uneingeschrankt bestétigt werden. Die
kultivierten HaCaT-Zellen stellen, wie bereits oben erwahnt, eine heterogene Population dar,
die zu einem gegebenen Zeitpunkt unterschiedliche Fahigkeiten zur Differenzierung
aufweisen. Somit ist anzunehmen, dass bei Klonen mit starker IR-Suppression bei der
Langzeit-Kultivierung ein GroRteil der stark differenzierenden Zellen eliminiert und eine

Subpopulation mit vermindertem Potential zur Differenzierung beginstigt wurde.

5.3.4 Basalmembran in OTKs von HaCaT-Zellen und IR-KD Zell-Klonen

Basalmembranen (BM) sind essentielle Strukturen fir Integritat, Polaritdt und Homeostase
der Epidermis. Die BM der Haut besteht hauptséchlich aus den Proteinen Typ IV Kollagen
und Laminin, die zwei getrennte hochmolekulare Netzwerke bilden, Nidogen, das beide
Netzwerke miteinander verbindet und Perlecan, einem Heparan-Sulfat-Proteoglycan, das mit
allen oben genannten Proteinen interagiert (Chan, 1997; McMillan et al., 2003). Diese BM-
Elemente werden sowohl von Keratinozyten als auch von Fibroblasten synthetisiert, mit der
Ausnahme von Nidogen, das ausschlieBlich von Fibroblasten produziert wird.

In den OTKSs von Kontroll-Zellen konnten die Bestandteile der BM, vergleichbar zu NHKs,
fast ausschliel3lich in der Interphase von Epithel und Matrix, direkt unterhalb der Basalzellen
detektiert werden. Bei den IR-KD Klonen dagegen traten deutliche Verénderungen in
Synthese und Verteilungsmuster von BM-Proteinen auf.

So wurde Kollagen 1V bei allen IR-KD Klonen schwécher und unregelméliger in der
Interphase deponiert als in den Kontrollen. Bei Laminin war dagegen die Markierung linear
wie bei Kontrollen und nur bei dem histologisch unauffélligsten Klon 200_1 &uRerst schwach
und durchbrochen. Am starksten wirkte sich die IR-Suppression auf Perlecan aus. Alle IR-KD
Klone zeigten ein sehr schwaches und unregelmaRiges Muster, besonders aufféllig bei Klon
200_1. Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, dass in HaCaT-Zellen die IR-Suppression
einen deutlich negativen Einfluss auf den Aufbau der Basalmembran austibt.

Die Ergebnisse der BM-Analyse in IR-KD OTKs zeigen dartiber hinaus, dass IR nicht nur die
Struktur der BM sondern auch die Synthese und den Transport mancher BM-Proteine
beeinflusst. In der Epidermis werden diese Proteine von Basal-Zellen synthetisiert und in die
dermal-epidermale Interphase-Region polar sezerniert und deponiert. In manchen IR-KD

Klonen konnten dagegen Kollagen IV, Perlecan und Laminin 1/10 nicht nur in der BM-Zone
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sondern auch in den héheren epithelialen Schichten detektiert werden, was auf eine Stérung
von Sekretion und Transport hindeutet. Die Befunde an IR-KD Klonen und HaCaT-Zellen
lassen demzufolge vermuten, dass IR in der Epidermis eine wichtige Rolle bei der Regulation
von Synthese und Transport einiger BM-Komponenten spielt. Vergleichbar konnte auch in
anderen Zell-Linien, wie CHO-Zellen, C2 Maus-Fibroblasten, sowie Embryoid-Kérperchen
(embryoid bodies) demonstriert werden, dass die Synthese von Kollagen 1V und Laminin
1/10 auller von Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast growth factor) auch von Insulin
reguliert wird. Diese Regulation erfolgt tber den PI-3-Kinase-Signalweg und die Aktivierung
von Akt-Kinase (Li et al., 2001).

Nidogen wurde am wenigsten von der IR-Suppression in HaCaT-Zellen beeinflusst. Im
Prinzip war dies nicht Uberraschend, da dieses Protein ausschlieBlich von Fibroblasten
synthetisiert wird. Allerdings war die Verteilung von Nidogen in der BM-Zone von IR-KD
Klonen etwas schwacher und diffuser als in den Kontrollen. Dies ist in Einklang mit Daten,
die belegen, dass fir die reguldre Nidogen-Lokalisation die Interaktion mit BM-Laminin
sowie die epitheliale Polaritat bedeutsam sind.

Zusammenfassend erlauben diese Ergebnisse den Schluss, dass IR in HaCaT-Zellen einen
deutlichen Einfluss auf die Expression und Verteilung von BM-Komponenten austibt.

5.3.5 Hemidesmosomen in OTKs von HaCaT-Zellen und IR-KD Zell-
Klonen

Hemidesmosomen (HD) sind Multiprotein-Komplexe, welche die Adhésion der epidermalen
Basalzellen an die Basalmembran gewabhrleisten, indem sie eine Verknipfung zwischen dem
intrazellularen Keratin-Cytoskelett und den Proteinen der extrazellularen Matrix herstellen. In
dieser Arbeit wurde der Einfluss der IR-Suppression auf Expression und Lokalisation
verschiedener Schlissel-Komponenten in Hemidesmosomen Uberprift.

So ist ein zentrales Element der Hemidesmosomen Integrin o634 normalerweise am starksten
am basalen Pol der Basalzell-Schicht und viel schwacher apikal-lateral lokalisiert. Im
Gegensatz dazu war bei den IR-KD Klonen Integrin o634 nicht nur basal, sondern auch
perizelluldr in suprabasalen Schichten nachweisbar. Bei Klon 200 2 war dieses Integrin
schlie3lich uber alle epitheliale Schichten verteilt. Derartige Stoérungen der Integrin-Muster
sind auch in benignen und malignen HaCaT-ras Klonen in 3D-Kulturen nachgewiesen
worden und dienen als Hinweis auf einen zunehmenden epithelialen Polaritatsverlust (Baur,
1995). Entsprechend wurde eine aberrante Verteilung von a6B4 Integrin in verschiedenen

humanen Karzinomen und experimentellen Tumoren festgestellt (Tomakidi et al., 1999; Alt et
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al., 2001). Auch CD151, ein Tetraspanin, das in Hemidesmosomen mit Integrin a6p34
assoziiert ist, zeigte die gleiche irreguldre Verteilung. Die beiden anderen hemidesmosomalen
Komponenten BP180 und HD1 traten zwar tberwiegend in der BM-Zone auf, konnten aber
ebenfalls in hdheren epithelialen Schichten detektiert werden.

Die  Verknipfung der Hemidesmosomen zur  Basalmembran erfolgt  (ber
Verankerungsfilamente mit der Hauptkomponente Laminin-5, das ausschlieBlich von
Keratinozyten synthetisiert wird. Wahrend normalerweise Laminin-5 auf die Basalmembran-
Zone beschrankt ist, war bei den IR-KD Klonen Laminin-5 deutlich unregelméafiger verteilt
und in Zellen aller Schichten zu finden. Andere Studien hatten gezeigt, dass Synthese und
Verteilung von Laminin-5 in OTKs von NHK durch epidermale Wachstumsfaktoren, wie
EGF, KGF und GM-CSF positiv beeinflusst werden kénnen (EI Ghalbzouri et al., 2004). In
Ergénzung dazu machen meine Ergebnisse deutlich, dass in HaCaT-Zellen IR ebenfalls einen
starken Effekt auf die Synthese und Transport von Laminin-5 ausubt.

Die insgesamt aberrante Lokalisation von hemidesmosomalen Proteinen macht deutlich, dass
die Suppression von IR zum Verlust oder zumindest zu einer drastischen Reduktion von

Hemidesmosomen in HaCaT-Zellen fiihrt.

5.4 Einfluss der IR-Suppression auf die Bildung von Membran-
Komplexen in HaCaT-Zellen

Die Plasmamembran enthdlt dynamische Strukturen, das heil3t molekulare Komplexe und
Domanen, die stochastisch in einem zeitlich unbestimmten rdumlichen Rahmen existieren und
somit kontinuierlich neu geformt und wieder aufgeldst werden. Viele dieser Domanen stellen
spezielle Plattformen fur die Interaktion von Signal- und Mechano-Rezeptoren dar. Dazu
gehoren ,Lipid Rafts“, cholesterin- und sphingolipid-reiche Mikrodomanen, die in einer
Vielzahl zellulérer Prozesse wie Protein- und Lipid-Transport und Signaltransduktion

involviert sind.

5.4.1 Interaktionen zwischen IR und anderen Proteinen in Kontroll-
HaCaT-Zellen

Anhand von Immunkoprazipitation wurde ersichtlich, dass in HaCaT-Zellen IR sowohl mit

den Elementen seiner etablierten Signaltransduktionsketten, wie IRS-1, PKCd und PKCa als

auch mit o634 Integrin und dem ,,Lipid Raft*“-Marker Caveolin-1 Komplexe bildet.
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Viele Studien belegen, dass die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor eine Assoziation von
IR und IRS-1 via SH-2 Doménen bewirkt, was zu Phosphorylierung von IRS-1 an Tyrosin-
Resten fuhrt. Aktiviertes IRS-1 fungiert dabei als ein Adapter-Molekiil, das andere Proteine
zum IR rekrutiert und somit die Signaltransduktionskette initiiert (Cheatham & Kahn, 1995).
In Einklang hiermit zeigten die Befunde hier, dass ebenso in HaCaT-Zellen IR nach Insulin-
Stimulation Komplexe mit IRS-1 bildet.

Auch PKCa und 3, wichtige Elemente der Insulin-Signaltransduktion, bilden Komplexe mit
IR in HaCaT-Zellen. Allerdings flhrte die Insulin-Stimulation in diesem Fall zu
unterschiedlichen Effekten auf die Komplex-Bildung zwischen IR und PKC-lIsoformen. So
steigerte Insulin einerseits die Bindung von PKCS an IR, reduzierte aber die Assoziation mit
PKCa. Es wird angenommen, dass die Aktivierung von einigen PKC-Isoformen mit der
Translokation zur Membran und einer Veranderung des Phosphorylierungs-Status verbunden
ist (Braiman et al., 1999). Weiterhin wurde berichtet, dass in verschiedenen Zell-Linien PKCS
mit IR koprazipitiert und diese Assoziation mit einer Tyrosin-Phosphorylierung von PKCS
einhergeht (Braiman et al., 2001). Dem entsprechend wurde in meinen Experimenten PKCd
als Antwort auf Insulin-Stimulation phosphoryliert und bildete nach Translokation zur
Membran Komplexe mit IR.

Die Interaktionen zwischen PKCa und IR werden dagegen in der Literatur kontrovers
diskutiert. So koprézipitierte beispielsweise in NIH-3T3 Zellen PKCa mit IR nach
Insulingabe (Formisano et al., 1998), wogegen in anderen Zelltypen, z.B. in Skelettmuskel-
Zellen, keine Interaktionen zwischen PKCa und IR gefunden wurden (Braiman et al., 2001).
Die hier erlangten Befunde belegten, dass in HaCaT-Zellen zwar Komplexe zwischen IR und
PKCa vorhanden sind, die aber unter Insulin-Einfluss zum wesentlichen Teil dissoziieren.
Folglich war auch die insulin-abhangige Tyrosin-Phosphorylierung und Aktivierung von
PKCa in den Experimenten mit HaCaT-Zellen nicht nachzuweisen. In diesem Zusammen-
hang ist bekannt, dass PKC Isoenzyme in gewebe-spezifischen Mustern exprimiert werden
und in verschiedenen subzelluldren Kompartimenten lokalisiert sind. Auch zellulére Prozesse
kénnen von PKC Isoenzymen unterschiedlich, manchmal sogar antagonistisch beeinflusst
werden. Der gegensétzliche Einfluss von Insulin auf die Komplex-Bildung zwischen IR und
PKCa oder & in HaCaT-Zellen deutet jedenfalls darauf hin, dass die beiden PKC-Isoenzyme

eine kontrére Rolle bei der Insulin-Signaltransduktion einnehmen.

Direkte physische Interaktionen zwischen IR und verschiedenen Integrinen sind in einigen

Studien untersucht worden. So assoziiert beispielsweise aktivierter IR mit dem Integrin avf33
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in NIH-3T3 Zellen (Schneller et al., 1997). AuBerdem koénnen auch die Proteine aus der IR-
Signaltransduktionsketten mit Integrinen assoziieren, wie etwa IRS-Proteine mit Integrin
a6pB4 in MDA-MB-435 Zellen (Shaw et al., 2001). Meinen Ergebnissen zufolge bildete IR in
HaCaT-Zellen Komplexe nur mit Integrin a6p4 aus und Insulin-Stimulation fiihrte zu einer
partiellen Dissoziation dieser Komplexe.

AuBerdem konnte hier nachgewiesen werden, dass in HaCaT-Zellen IR mit Caveolin-1
interagiert. Dabei stieg die Zahl der Komplexe proportional zur Dauer der Insulin-Behandlung
an. Weiterhin erhohte Insulin die Tyrosin-Phosphorylierung von Caveolin-1, was auf eine
insulin-abghangige Aktivierung dieses Proteins hindeutet. Auch in anderen Zell-Linien, wie
z.B. Adipozyten, war eine direkte Interaktion von IR und Caveolin-1 mit nachfolgender
Phosphorylierung gefunden worden (Gustavsson et al., 1999; Kimura et al., 2002).

Die Befunde uber der Komplex-Bildung zwischen IR, o634 Integrin und Caveolin-1 lieRen
vermuten, dass in HaCaT-Zellen IR-Molekiile sowohl in Caveolin-1-assoziierten ,,Lipid
Rafts“ als auch in Integrin-haltigen Membran-Doméanen vorhanden sein kdnnen. Die
nachfolgende Analyse der Membran-Doménen bestatigte, dass Integrine in HaCaT-Zellen
nicht in ,Lipid Rafts“ vorkommen und andere Membran-Bereiche okkupieren. Die
Aktivierung der Insulin-Signaltransduktion bewirkt anscheinend die Verlagerung von IR-
Molekdilen zwischen diesen beiden Membran-Kompartimenten.

Diese Vermutung wurde durch die Analyse der isolierten ,,Lipid Rafts“-Membrandomanen
bestatigt. Auch ohne Insulin-Behandlung befand sich ein grof3er Teil der IR-Molekiile in den
,Lipid Rafts“-Fraktionen. Stimulation mit Insulin bewirkte eine Verlagerung des Grofiteils
von IR in eine dichtere Zone innerhalb der ,Lipid Rafts“-Fraktion. Dieser Befund weist
darauf hin, dass als Antwort auf die Aktivierung der Insulin-Signaltransduktion die
Organisation von Signal-Komplexen initiiert wurde. Dieser Prozess ist mit der Rekrutierung
von anderen Proteinen zum IR und als Folge hiervon mit einer Dichte-Erhéhung der
entsprechenden Membrandomanen verbunden. Gleichzeitig bewirkte die Insulin-Stimulation
eine Verlagerung der meisten IR-Molekiilen aus den caveolin-freien zu caveolin-haltigen
,Lipid Rafts*-Fraktionen.

Diese Daten bestatigen, dass in HaCaT-Zellen die Insulin-Stimulation zu einer Relokalisation
von IR-Molekiilen in der Plasmamembran fihrt. Dabei werden die IR/a6p4 Integrin-
Komplexe, die sich nicht in ,,Lipid Rafts*-Kompartimenten befinden, zum Teil dissoziiert und

IR-Molekiile in die ,,Lipid Rafts“-Domanen verlagert.
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Die Analyse der Membrandoménen zeigte, dass sich der Verlust von IR sehr stark auf die
Dynamik der ,,Lipid Rafts* auswirkt. In den Kontroll-Zellen befand sich der ,,Lipid Rafts"-
Marker Caveolin-1 fast ausschliellich in den leichtesten Fraktionen. Im Gegensatz dazu
konnte Caveolin-1 bei den IR-supprimierten Zell-Klonen auch in noch dichteren Fraktionen,
die nicht zu den ,Lipid Rafts* gehoren, nachgewiesen werden. Die Insulin-Stimulation
bewirkte in den Kontroll-Zellen eine umfangreiche Verlagerung des Caveolin-1 in die
Bereiche mit héherer Dichte, ein sicheres Indiz fur die Organisation der Signal-Komplexe. Im
Gegensatz dazu bewirkte Insulin in den IR-supprimierten Zellen eine Verlagerung des
Caveolins-1 teils lediglich in die leichteste ,,Lipid Raft“-Fraktion teils in Fraktionen mit sehr
hoher Dichte.

Eine derartig aberrante Membran-Umverteilung des Caveolins-1 in IR-KD Klonen deutet
darauf hin, dass der Verlust von IR eine gravierende Stérung in der Struktur der ,,Lipid
Rafts“-Membran-Domé&nen verursacht.

5.4.2 Interaktionen zwischen IGF-1R und anderen Proteinen in HaCaT-
Zellen und IR-KD Klonen

Wie bereits erwéhnt iberschneiden sich die Effekte von IGF und Insulin. Daruiber hinaus sind
die entsprechenden Rezeptoren stark homolog und fahig durch Dimerisierung der Insulin- und
IGF-1-Hemirezeptoren Hybrid-Rezeptoren zu bilden. Diese Erkenntnisse legten nahe, auch
das Zusammenspiel zwischen IGF-1R und den IR-Interaktionspartnern, wie PKCS3, Integrin
a6p4 sowie Caveolin-1, sowohl in HaCaT-Zellen als auch in IR-KD Klonen zu untersuchen.
Nur wenig ist bekannt Gber Interaktionen zwischen IGF-1R und PKC-lIsoenzymen. So wurde
die Komplex-Bildung zwischen IGF-1R und PKCa in Ratten-Kardiomyozyten nachgewiesen
(Maniar et al., 2005) und in NIH 3T3 Zellen die Assoziation von IGF-1R mit PKC3, was zur
Tyrosin-Phosphorylierung von PKCS flhrt (Li et al., 1998). In HaCaT-Zellen konnten hier
allerdings keine Komplexe zwischen IGF-1R und PKCa. nachgewiesen werden. Dafiir zeigte
die Immunkoprazipitation, dass sowohl in HaCaT-Zellen als auch in IR-KD Zell-Klonen IGF-
1R mit PKCS assoziiert und diese Assoziation in geringem MaRe durch Insulin stimuliert
wird.

Demzufolge wurden die IGF-1R Komplexe mit PKC3 durch den IR-,,Knock-Down* nicht
messbar beeinflusst. Der leichte Anstieg der Zahl der Komplexe bei Insulin-Stimulation in
beiden Fallen (HaCaT und IR-KD) bestatigt weiterhin, dass IGF-1R auch in diesem

Zellsystem durch Insulin aktiviert werden kann.
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Direkte zell-spezifische Interaktionen zwischen IGF-1R und Integrinen wurden in mehreren
Studien demonstriert. So war z.B. die Bildung von Integrin a6/IGF-1R-Signalkomplexen in
embryonalen Augen-Linsen-Zellen nachgewiesen worden (Walker et al., 2002). Die
Koprazipitation von IGF-1R mit den Integrinen alpl und a5B1 konnte in Chondrozyten
demonstriert werden (Shakibaei et al., 1999). Schlieflich wurde in Prostata-Karzinomzellen
IGF-1R in den Fokalkontakten identifiziert, die hoch spezialisierte Adhé&sionskomplexe
darstellen und auch an Integrin-Signaltransduktion beteiligt sind (Goel et al., 2005).

In meinen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass in HaCaT-Zellen IGF-1R mit
Integrin a6p4 Komplexe bildet, unabhangig von der Insulin-Stimulation. Im Kontrast dazu
stieg bei dem IR-KD Klon 604_1 die Zahl der IGF-1R/a6B4 Komplexe nach Insulin-
Behandlung deutlich an. Dieser Befund deutet darauf hin, dass in den IR-KD Zell-Klonen die
Bildung von IGF-1R/a6B4-Komplexen insulin-sensitiv geworden war,

Weitgehend unbekannt ist bislang die Rolle von Caveolin-1 bei der IGF-1-Signaltransduktion,
obschon gezeigt werden konnte, dass in manchen Zellen IGF-1R mit Caveolin-1 in ,,Lipid-
Rafts“-Fraktionen kolokalisiert ist und die Tyrosin-Phosphorylierung von Caveolin-1
induzieren kann (Maggi et al., 2002). Meinen Ergebnissen zufolge bildet in HaCaT-Zellen
IGF-1R mit Caveolin-1 Komplexe und zwar abhangig von der Insulin-Stimulation. Diese
Befunde bestatigen wiederum, dass in HaCaT-Zellen IGF-1R durch Insulin aktiviert werden
kann, was schon bei der Komplex-Bildung mit PKC3 beobachtet werden konnte. Die
Suppression des IR beeinflusst deutlich die Komplex-Bildung zwischen IGF-1R und
Caveolin-1, wobei einmal die Zahl der Komplexe (Klon 604 1) reduziert und andererseits der
stimulierende Effekt von Insulin aufgehoben werden kann (Klon 200_2). Die Befunde
machen deutlich, dass in HaCaT-Zellen IR nicht nur die Dynamik der Membrandoménen

sondern auch die Lokalisation anderer Rezeptoren beeinflusst.
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6 Zusammenfassung
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Bei der Entstehung von chronischen Haut-Komplikationen bei Diabetes, die u.a. mit einem
erhdhten Risiko flr Haut-Krebs assoziiert sind, spielen neben gestdrten metabolischen und
inflammatorischen Prozessen vermutlich auch gewebe-spezifische Veranderungen in der
Insulin Signal-transduktion eine bedeutende Rolle. Eines der Schliisselelemente im Insulin
Signalweg ist Insulin Rezeptor (IR), dessen Funktion in der Epidermis noch nicht vollig
geklart ist. Ziel dieser Arbeit war, die Rolle der Insulin Signaltransduktion in epidermalen
Keratinozyten aufzuklaren auch im Hinblick auf ihre Bedeutung bei der Tumorentstehung.
Dabei sollte die Funktion von Insulin Rezeptor und IGF-1 Rezeptor bei der Regulation solch
zelluldrer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Migration sowie Zell-Matrix
Interaktionen untersucht werden. Hierfir wurde in der immortalen Human-Keratinozyten-
Linie HaCaT, als Paradigma fiir normale Zellen, die Expression beider Rezeptoren mittels
siRNA-Technik weitgehend supprimiert.

Die Untersuchungen in konventionellen 2D HaCaT-Kulturen zeigten, dass der ,,Knock
Down* von IR zu einer Suppression des Zell-Wachstums fiihrte, die auf einer Reduktion der
Proliferation sowie einer starken Erh6hung der terminalen Differenzierung beruhte, begleitet
von einem moderaten Anstieg der Apoptose. Dagegen basierte bei Suppression von IGF-1R
die weitaus starkere Abnahme des Wachstums hier in erster Linie auf einer Reduktion der
Proliferation und einer dramatischen Erhdhung der Apoptose. Demzufolge, und im Gegensatz
zu IR, hatte IGF-1R lediglich einen geringen Einfluss auf Differenzierungsprozesse im 2D-
System.

Die stabile Suppression von IR in HaCaT-Zellen beeinflusste deutlich die Expression einiger
anderer Proteine. So war IGF-1R fast bei allen Klonen leicht erhoht, PKCa und & in allen
Klonen deutlich erniedrigt, wahrend Integrin a6B4 in manchen Klonen tberexprimiert und in
anderen herunterreguliert war. Die Uberexpression von Integrin a6p4 hatte starke
Auswirkungen auf den migratorischen Phé&notyp bei den betroffenen Zellen, die unter Verlust
ihres epithelialen Charakters verstreut als Einzelzellen migrierten, was generell fir die
Keratinozyten mit gestorter Integrin-Funktion sowie fir neoplastische Zellen charakteristisch
ist. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass fur die Entfaltung der stimulierenden Wirkung
von Insulin und IGF-1 auf solche zellulére Prozesse wie Proliferation und Migration sowohl
IR als auch IGF-1R, bzw. Hybrid-Rezeptoren, notwendig sind.

Das Verhalten von IR-KD Klonen in einem haut-relevanten System wurde mit Hilfe von
dreidimensionalen organotypischen  Kokulturen untersucht. HaCaT-Zellen bildeten
Epithelien, die im Allgemeinen vergleichbar zur Epidermis waren, abgesehen von geringeren
Differenzierungs-Defiziten. Im Kontrast dazu entwickelten die IR-KD Klone Epithelien mit
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deutlich verminderter Polarisierung, sodass keine Kklaren Unterschiede zwischen
verschiedenen epithelialen Schichten zu erkennen waren.

Zusétzlich zeigten die IR-KD Klone in OTKs eine abnormale Proliferation, abberante
Differenzierung (vor allem friihe Differenzierungsmarker besonders verzogert) und erhebliche
Abweichungen in der Lokalisation von BM- und hemidesmosomalen Komponenten, was den
drastischen Verlust der Polaritat und des Differenzierungspotentials unterstreicht. Die IR-KD
Klone mit Uberexpression von Integrin a6B4 wiesen zusatzlich ein deutlich invasives
Verhalten auf, vergleichbar zu etablierten malignen HaCaT-Klonen. Zusammenfassend zeigt
die Analyse der OTKs von IR-KD Klonen, dass in manchen Fallen der Verlust von IR zum
Erwerb von Kriterien fuhrt, die fir maligne Zell-Linien charakteristisch sind.

Die Analyse der Interaktionen zwischen IR und anderen Proteinen machte deutlich, dass in
HaCaT-Zellen IR mit IRS-1, PKCa und 3, Integrin a6p4 und Caveolin-1 interagiert, wobei
die Komplex-Bildung von Insulin sowohl positiv (IRS-1, PKC3, Caveiolin-1) als auch
negativ (PKCa, Integrin a6p4) beeinflusst werden kann.

Schliel3lich belegte die Analyse der isolierten ,,Lipid Rafts“-Domanen, dass in HaCaT-Zellen
IR in ,,Lipid Rafts* angereichert ist. AuRerdem fiihrte die Aktivierung des Insulin-Signalwegs
zu einer Verlagerung der IR-Molekiile von caveolin-freien zu caveolin-haltigen ,,Lipid Rafts*
Membrandomanen, was hochstwahrscheinlich mit der Organisation von Signal-Komplexen in
der Zellmembran assoziiert ist. Der Verlust von IR verursachte eine gravierende Storung in
der Struktur der ,,Lipid Rafts“-Membrandoméanen. Solche Stérungen haben vermutlich eine
starke negative Auswirkung auf die Organisation von Signal-Komplexen und beeinflussen
somit nicht nur klassische Insulin-Signalwege, sondern auch die Signaltransduktion von

anderen Rezeptoren, die normalerweise in ,,Lipid Rafts* lokalisiert sind.
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Chronic diabetic skin lesions are often associated with an increasing risk for skin cancer. Such
dermatological complications depend not only on disordered metabolic and inflammatory
processes, but also on tissue-specific changes in insulin signal transduction. The insulin
receptor (IR) is one of the key elements of insulin signal transduction and its function in the
epidermis is not completely understood. The purpose of this thesis was to elucidate the role of
insulin signalling in epidermal keratinocytes with regard to its importance in tumour
development. In this context we investigated the role of IR and insulin-like growth factor 1
receptor (IGF-1R) on the regulation of proliferation, differentiation, migration, and cell-
matrix interactions in epidermal cells. As a paradigm for normal epidermal cells the immortal
human keratinocytes cell line HaCaT was used. Both receptors were suppressed by
establishing stable HaCaT-clones using SiRNAs.

The analysis of conventional 2D HaCaT-cultures showed that IR knock-down led to a
decrease of cell growth, which was basically caused by a reduction of proliferation and strong
increase of terminal differentiation. These effects were accompanied only by a moderate rise
of apoptosis. In contrast to IR, the suppression of IGF-1R led to even stronger decrease of cell
growth due to reduction of proliferation and dramatic enhancement of apoptosis. The
differentiation processes in the 2D-system were only slightly affected.

The stable suppression of IR in HaCaT cells also affected the expression of other proteins.
Thus IGF-1R for example was slightly increased, while PKCa. and 6 were down regulated in
all clones. Integrin a6B4 was overexpressed in some of the clones and down regulated in
others. The overexpression of integrin a6B4 led to a change in the migratory phenotype of
affected IR-KD cell clones. The cells lost their epithelial character and migrated widespread
as single cells. Such migration behaviour is typical for keratinocytes with impaired integrin
function as well as for neoplastic cells.

Furthermore we could show that both receptors, and probably the hybrid-receptors between
IR and IGF-1R, are necessary to mediate the stimulation of proliferation and migration
through insulin and IGF-1.

The behaviour of IR-KD clones was analysed by using a three-dimensional organotypic
coculture model (OTC) to mimic the in vivo situation of normal skin. Generally, HaCaT cells
generated epithelia, which are similar to normal epidermis, except for slight deficits in
differentiation. In contrast, the IR-KD clones developed epithelia revealing no distinct
epidermal layers and clear loss of polarity. Additionally we observed abnormal proliferation,
aberrant differentiation (delayed expression of early markers) and abnormal localisation of
BM- and hemidesmosomal components. Taken together these findings underline a profound
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loss of polarity and differentiation potential. In addition, the IR-KD clones with
overexpression of integrin a6B4 showed invasive behaviour, which is characteristic for
malignant HaCaT-clones. The results of the analysis of IR-KD clones grown in OTCs
demonstrate that in some cases the loss of IR leads to the accumulation of criteria
characteristic for malignant cell lines.

The analysis of interactions between IR and other proteins demonstrate that in HaCaT cells IR
interacts with IRS-1, PKCa and 8, Integrin a6p4, and Caveolin-1. The complex formation
can be affected by insulin either in a positive (IRS-1, PKC3, Caveolin-1) or negative ways
(PKCa, Integrin a6p4).

Finally the analysis of isolated lipid raft domains showed that in HaCaT cells IR is enriched in
lipid rafts. Furthermore we could demonstrate that the activation of insulin signalling leads to
the relocation of IR molecules from caveolin-free to caveolin-containing membrane domains.
Such relocation is probably associated with the reorganisation of signalling complexes in the
cell membrane. The loss of IR leads to serious disturbance of microdomain structure of the
lipid rafts. Such disturbances exert negative influence not only on classic insulin signalling,
but also on the signal transduction of other receptors, which are normally located in lipid raft

domains.
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Abktrzungsverzeichnis

%
°C

A
APS
BM
bp
BP180

BP230
BSA
Ca2+
cm

cm
CO;
CAP
c-Cbl
cDNA
d.h.
DKFZ
DMEM
DNA
DTAF
dNTP
ECM
EDTA
EGF
FAK
FCS
Gab-1
GLUT-4
Grb-2

HaCaT

Prozent

Grad Celius

Amper

Ammoniumpersulfat

Basalmembran

basenpaare

bullése Pemphigoid Antigen 2 (BPAG2 oder Kollagen XVII
genannt)

bullése Pemphigoid Antigen 1 (auch BPAG1 genannt)
Bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
Calciumionen (zweiwertig)

Zentimeter

Quadratzentimeter

Kohlendioxid

Chbl-associated protein

Casitas B lineage lymphoma

complementary DNA (komplementar zu mRNA)
das heif3t

Deutsches Krebsforschungszentrum

Dulbecco’'s MEM

Desoxyribonucleinséure
Dichlorotriazinylaminofluorescein (Fluorochrom)
Desoxynukleotid 5 -triphosphat

Extrazelluldre Matrix
Ethylendiamintetraessigsaure

Epidermal growth factor

Focal adhesion kinase

Fetal calf serum (fotales Kalbserum)

Grb-2 associated binder-1

glucose transport protein -4

growth factor receptor bound-2

Stunde(n)

Human, adult, niedrig Calcium, hohe Temperatur
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HaCaT K6
HD

HD1

IGF-1
IGF-2
IGF-1R
IGF-2R

IR

IRR

IRS

kDa

K1/10
KGM2
MAP-Kinase
M6P

Mgz+

Hg, um, pl, pM
mg, mm, ml, mM
min

mk

MRNA
mSOS
NaOH

ng, nM
PBS

PDGF
PDK

PFA
P1-3-Kinase
P1-4,5-P,
PI-3,4,5-P3
pk

PKB = Akt
PKC

HaCaT Subklon 6
Hemidesmosomen
hemidesmosomales Protein 1 (auch Plectin genannt)
Insulin-like growth factors 1
Insulin-like growth factors 2
Insulin-like growth factor 1 receptor
Insulin-like growth factor 2 receptor
Insulin Rezeptor

Insulin receptor-related receptor
insulin receptor substrate proteins
Kilo Dalton

Keratinpaar 1 und 10

Keratinocytes Growth Medium 2
mitogen-activated protein Kinase
Mannose-6-phosphat
Magnesiumionen

Mikro-Gramm, -meter, -liter, -Molar
Milligramm, -meter, -liter, -Molar
Minute

monoklonal

Messenger RNA

mammalian homolog to the Drosophila son-of-sevenless protein
Natriumhydroxid

Nanogramm, -Molar

Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
Platelet-derived growth factor
phosphoinositide-dependent kinase
Paraformaldehyd
phosphatidylinositol-3-kinase
phosphatinositol-4,5-biphospate
phosphatinositol-3,4,5-triphospate
Polyklonal

protein kinase B

protein kinase C
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RIPA

RT
RT-PCR
SHC

SDS

sec
TEMED
Tris
Triton X-100
Tween-20
U

uv
VEGF

Vv

Radio immuno precipitation assay
Raumtemperatur

Reverse transcriptase — polymerase chain reaction
SH2-containing protein
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

N, N, N, N-Tetramethylethylendiamine
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Octylphenolpolyethylenglycolether
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Unit(s) (Mal fur biologische Aktivitat)
Ultraviolet

Vascular endothelial growth factor
Volt
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