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1. Einleitung

Der Bedeutung von mechanischen Kréften fiir die Regulation zelluldrer Prozesse, wie der
Proliferation und Differenzierung der Zelle sowie der Organisation des Zytoskeletts, wird
zunehmend Interesse entgegengebracht. So wurde die Auswirkung mechanischer
Stimulierung in unterschiedlicher Form bereits an verschiedenen Zelltypen getestet: z.B. an
Endothelzellen, Myoblasten und Osteoblasten (Ando, 1996; Ballermann, 1995;
Carvalho,1995; Malek,1996; Morigi, 1995; Vandenburgh, 1988).

Auch die Haut ist permanent Druck- und Dehnungsreizen ausgesetzt, die aus der Bewegung
und der Kontaktaufnahme mit der Umwelt resultieren (Asselineau et al, 1986). Uber den
Einfluss von mechanischem Stress auf Keratinozyten ist allerdings noch wenig bekannt.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit soll gezeigt werden, dass die adhédsionsvermittelnden
Oberflichenrezeptoren — B1-Integrine und E-Cadherine — und der Rezeptor fiir epidermale
Wachstumsfaktoren bei Keratinozyten einen Teil des Signalnetzwerkes darstellen, durch das
extrazelluldre mechanische Reize in eine biochemische Antwort umgewandelt werden. Fiir
einige andere Zelltypen wurde schon bewiesen, dass Integrine tatsdchlich als

Mechanotransducer fungieren kdonnen (siehe unten).

1.1. Allgemeines zur Haut

Die Haut ist ein groBes, flichenhaftes Organ, welches aus zwei Schichten besteht: Einer
duBeren epithelialen (Epidermis) und einer inneren bindegewebigen (Dermis) (Benninghoff,
1994). Epidermis und Dermis zusammen bezeichnet man als Cutis. Darunter liegt
aufgelockertes, fetthaltiges Bindegewebe, die Subcutis (Hammerschmid-Gollwitzer,J.).

Die Epidermis ist ein geschichtetes, verhornendes Plattenepithel (Abb. 1), das sich aus
Keratinozyten in verschiedenen Stadien der Differenzierung zusammensetzt, daneben aber
auch sogenannte symbiontische Zellen beherbergt (Melanozyten, Langerhans-Zellen, Merkel-
Zellen). Als funktionelles Endprodukt produziert sie eine Hornschicht, die Trégerin der
Barrierefunktion der Haut (Benninghoft, 1994).

Die Dermis verfligt als fibroelastische Schicht aus kollagenem Bindegewebe iiber eine hohe
Reiffestigkeit sowie FElastizitdt. In ihr befinden sich Fibroblasten und Mastzellen,
versorgende Gefdfle und Nerven sowie Schweil3- und Talgdriisen (Benninghoff, 1994).

Die Subcutis mit ihren Fettzellen fungiert als mechanischer Schutz, Energiespeicher und

Wirmeisolation (Rassner, 2000).
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Abb. 1.1 Aufbau der Epidermis; aus Benninghoff, Makroskopische und
Mikroskopische Anatomie des Menschen, 1994.

Das Integument der Vertebraten ist das Grenzorgan des Organismus zur Umwelt und besitzt
als solches Kontakt- (Sinnes-) und Schutzfunktion.

Die Kontaktfunktionen ergeben sich aus dem Vorhandensein der Rezeptoren fiir Temperatur-,
Schmerz- und Tastreize, welche Informationen aus der Umwelt erkennen und an die
Sinneszentren weiterleiten.

Die Schutzfunktionen der Haut sind von sehr komplexer Natur:

Mechanischer Schutz: Das straffe reif3feste Fasergeflecht der Dermis gleicht scherende Kréfte
aus, die aus den Bewegungen und Formverinderungen des Korpers hervorgehen. Das
subcutane Fett fangt als Schutzpolster Druckkréfte auf, verteilt sie und mildert sie dadurch ab.
Thermoregulation: Die Haut besitzt eine dullere (das abortive Haarkleid) und eine innere
Isolationsschicht (das subkutane Fett). Zur Wiarmeregulation dient ein fein regulierbares
Kiihlsystem (Gefalsystem und Schwei3driisen).

Aktinischer Schutz: Schutz gegen Ultraviolettstrahlung durch eine Melaninpigmentierung.
Schutz gegen Infektionen: Die Hautoberfliche ist aufgrund ihres trockenen und saueren
Milieus keimfeindlich.

Immunologischer Schutz: Die in der Epidermis als Symbionten befindlichen Langerhans-
Zellen stellen den peripheren Teil des Immunsystems dar, sie besitzen die Fahigkeit der

Antigenverarbeitung und —prisentation.

11



Barrierefunktion: Diese wesentliche Funktion der Haut bewirkt die Unterbindung des

Stoffaustausches zwischen Organismus und Umwelt und verhindert daher das Austrocknen

des Korpers sowie das Eindringen korperfremder Substanzen.

Veridnderungen der duBeren Umweltbedingungen beeinflussen die innere Homdostase und

werden deshalb durch entsprechende Gegenregulationen kompensiert. Dabei werden die oben

beschriebenen Umweltreize in der Haut in biochemische und elektrische Signale iibersetzt,

die zu lokalen oder systemiibergreifenden Reaktionen fiihren, z.B. zu Verdnderungen der

Proliferation, Differenzierung oder Pigmentierung der Haut (Benninghoff, 1994).

1.2. Die Epidermis

Die Epidermis ist aus horizontalen Zelllagen aufgebaut, die aufgrund der verschiedenen

Differenzierungsstadien der Keratinozyten in vier Schichten unterteilt werden: Stratum

basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum und Stratum corneum.

Stratum
corneum

Stratum
granulosum

Stratum
spinosum

Stratum
basale

7 Hornhlle
(Loricin,
Involucrin,
Cornifin)

1~ aktivitat
—» Keratohyalin-

granula
(Filaggerin)

—~ Sekret der
Lamellenkdrper
>— Zytokeratine

Tund 10

— Zytokeratine
5und 14

 Hemidesmosom-
verankerung in
Basalmembran

- Transglutaminase-

Lipidverschiuf3 (rof):

Abb. 1.2 Funktionelle Histologie des verhornten Plattenepithels; aus Benninghoff,
Makroskopische und Mikroskopische Anatomie des Menschen, 1994.
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1.2.1. Die Basalzelle

Die innerste Schicht der Epidermis bildet das Stratum basale, dessen zylindrische Zellen mit
der Basallamina liber Hemidesmosomen verbunden sind. Innerhalb dieser Schicht finden sich
teilungsfahige Stammzellen, die nicht der terminalen Differenzierung der {ibrigen
Keratinozyten unterliegen. Durch die Teilung einer Stammzelle konnen zwei
Subpopulationen entstehen: Entweder neue Stammzellen oder Amplifikationszellen. Die
Amplifikationszellen koénnen ihrerseits noch 3-5 Mitosen durchlaufen. Die daraus
hervorgehenden Zellen sind nicht mehr teilungsfdhig und werden zu terminal
differenzierenden Keratinozyten, wie letztendlich die Amplifikationszelle auch (Watt, 1993).
Die basalen Keratinozyten synthetisieren die Zytokeratine 5/14. Diese Zytokeratine binden
sowohl an Desmosomen als auch an Hemidesmosomen. Die Struktur der basalen Zytokeratine
ist fein vernetzt. Wéhrend des Differenzierungsprozesses werden die basalen Zytokeratine
abgebaut und durch hochmolekulare Zytokeratine (K1/10) ersetzt, welche eine weniger stark

vernetzte Struktur aufweisen (Fritsch, 1998).

1.2.2. Der Verhornungsprozess

Zwischen Stratum basale und Stratum granulosum liegt das aus 2-5 Zelllagen bestehende
Stratum spinosum. Hier tritt eine allméhliche horizontale Umorientierung der Zellachse ein
(Die Keratinozyten nehmen automatisch die oberflichensparendste Form eines Polyeders
ein). Zudem kommt es zu einer vermehrten Bildung von Desmosomen mit einstrahlenden
Biindeln von Keratinfilamenten, die iberwiegend aus 1/10 Zytokeratinen bestehen.

Die Verhornung beginnt im Stratum granulosum, einer ein- bis dreischichtigen Zone, deren
Zellen durch den Gehalt an basophilen Keratohyalingranula und membrane-coating granules
(Bereiter-Hahn, et al., 1998) charakterisiert sind. Die Keratohyalingranula stellen Aggregate
von Zytokeratinfilamenten dar, die in eine homogene, elektronendichte Masse eingebettet
sind. Die Hauptkomponente der Granula ist das Protein Filaggrin. In dieser Zellschicht platten
sich die Zellen ab, werden starr, immobil und in einer streng geometrischen Anordnung
aneinander fixiert.

In der an das Stratum granulosum anschlieenden Zellschicht des Stratum corneum (15-25
Zelllagen) 16sen sich die Keratohyalingranula auf, und das Filaggrin verteilt sich im gesamten
Zytoplasma, was zu einer starken, irreversiblen Vernetzung der Keratinfilamente fiihrt.
Zusitzlich wird eine Transglutaminase aktiviert, die sowohl im Zytoplasma als auch an der
Plasmamembran der Zellen lokalisiert ist. Das Enzym katalysiert die Quervernetzung

zwischen Lysin- und Glutamin- Seitengruppen von Proteinen. An der Innenseite der
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Zellmembran  entsteht dadurch eine stark  quervernetzte  Proteinschicht, die
Hornhiille (cornified envelope). Die drei quervernetzten Hauptkomponenten der Hornhiille
sind das Loricin, Involucrin und Cornifin. Durch weitere Quervernetzungsreaktionen und den
Abbau der Zellorganellen und des Zellkerns sowie der meisten Zellproteine entsteht die
Hornsubstanz. Diese besteht im wesentlichen aus stark quervernetzten Zytokeratinfilamenten
und der Hornhiille. Die cornified envelopes sind resistent gegen die meisten Chemikalien
(Green, 1976), wie Detergenzien, Sduren, Laugen und organische Losungsmittel, jedoch nicht
gegen proteolytische Enzyme. Die terminale Differenzierung der Keratinozyten findet
synchron statt, so dass eine sogenannte Sdulenarchitektur entsteht. D.h. die hexagonalen,
pléttchenartigen, sich iiberlappenden Zellen sind mehr oder weniger {ibereinander gestapelt.
Durch Zerfall der Zementsubstanz zerbrockelt die Hornschicht in ihrer oberflachlichsten Lage
zu Einzelzellen bzw. Zellaggregaten, die abschuppen (Benninghoff, 1994).

Eine konstante Dicke der Epidermis wird durch das Gleichgewicht zwischen Proliferation,
Differenzierung und Apoptose bewirkt (Budtz, 1989). Diese Prozesse spielen auch bei

regenerativen Vorgingen in der Epidermis eine wichtige Rolle (Pinkus, 1952).

1.2.3. Der Lipidverschluss

Die Epithelzellen des Stratum granulosum und des angrenzenden Stratum spinosum enthalten
Sekretgranula, die mit Lipiden und Enzymen gefiillt sind und wegen des Lipidreichtums eine
lamelldre Struktur besitzen (Lamellenkorperchen, Odland-Korperchen). Der Inhalt wird durch
Exozytose in den Interzellularspalt abgegeben und bildet die zementartige Kittsubstanz der
Hornschicht. Dieser Lipidverschlul erschwert die Resorption von hydrophilen chemischen
Verbindungen, wihrend hydrophobe Verbindungen die Epidermis viel besser durchdringen

konnen (Benninghoft, 1994).
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1.3. Die Bedeutung der mechanischen Reizung

Die Wirkung einer mechanischen Stimulierung fiir den Metabolismus und die Bewegung der
Zellen ist bereits fiir verschiedene Zelltypen beschrieben worden (Bereiter-Hahn, 1987, 1991).
Hierzu einige Beispiele:

Aus naheliegenden Griinden wurden besonders viele Untersuchungen an Endothelzellen
durchgefiihrt: Diese Zellen sind in vivo stetigen Scherkréften ausgesetzt, welche durch die
Stromung des Blutes hervorgerufen werden (Ando, 1996). Endothelzellen sind hoch adhérent
und stark differenziert (organisiertes Zytoskelett, Stressfasern mit fokalen Adhésionsplaques),
deshalb konnen sie dieser mechanische Beanspruchung standhalten (Ballermann, 1995).
Zahlreiche in vivo- und vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass mechanische Krifte in
Form von Scherkriften die Morphologie (Ando, 1996), die Expression der
Adhésionsmolekiile (Morigi, 1995), das F-Aktin-Netz (Malek, 1996) und eine Reihe anderer
Funktionen der Endothelzelle modulieren (Ando, 1996).

Dariliber hinaus zeigen Studien, dass Dehnungsreize sich proliferationsfordernd auf
Hiihnerfibroblasten auswirken (Curtis, 1978). Bei Muskelzellen 16st eine periodische
Dehnung des Substrates sowohl richtungsorientiertes Wachstum als auch Differenzierung aus
(Kada et al., 1999, Sadoshima et al., 1997). Mechanische Spannung fiihrt zudem zu einer
Verianderung in der Verteilung des Zytoskeletts von Osteoblasten (Carvalho, 1995).

In vivo existieren einige Indizien fiir einen Zusammenhang zwischen mechanischer Reizung
und Reaktivitdt der Haut:
1. Die Haut ist aufgrund ihrer Lage stetigen Druck- und Dehnungsreizen ausgesetzt, die
durch Beriihrung und Bewegung hervorgerufen werden.
2. Wihrend der Schwangerschaft nimmt die Abdominalhaut zu.
3. Durch Einsetzen eines Skin Expanders, Muskelaufbau, Odeme oder Wachstum von
kutanen Tumoren kommt es zu einer dehnungsbedingten Zunahme der Haut.
4. Eine ldnger anhaltende Druckexposition fiihrt an diesen Stellen zu einer Verdickung
der Epidermis = Akanthose, Schwielenbildung
5. AuBere mechanische Stimulationen konnen den Ausbruch latent vorhandener
Erkrankungen der Haut auslosen (= Kobner Phdnomen). Das bekannteste aus vielen
Beispielen ist das vermehrte Auftreten der Psoriasislédsionen an Knien und Ellenbogen,
die starken Druck- und Dehnungsreizen ausgesetzt sind.
Trotz dieser Tatsachen sind die Auswirkungen von mechanischen Stimuli auf Keratinozyten
noch recht unerforscht. Studien von Kippenberger, Gérmar und Hofmann geben allerdings

Hinweise, dass mechanische Stimuli auch in vitro fiir Keratinozyten von Bedeutung sind:
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1. Eine mechanische Dehnung fiihrt zu einer Proliferationssteigerung der Keratinozyten
(Kippenberger et al., 1999, 2000A, 2000B).

2. Mechanische Dehnung aktiviert die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen EKR1/2 und
JNK (Kippenberger et al., 2000A).

3. Das Bl-Integrin vermittelte Adhésionsverhalten von Keratinozyten wird durch die
Ligandbesetzung von p4-Integrinen tliber einen Inside-Out-Mechanismus reguliert
Kippenberger et al., 2004).

4. Mechanischer Druck fordert die Differenzierung der Keratinozyten. Dies lésst sich an
der druckinduzierten Synthese von hochmolekularen Keratinfilamenten und der
Involucrin-Synthese belegen (Gormar et al., 1990, 1993).

5. Mechanischer Druck aktiviert den p38-Signalweg (MAPK) in Epithelzellen {iber Src
und die Proteinkinase C (Hofmann et al., 2004).

1.4. Die Signalperzeption

1.4.1. Zelladhisionsmolekiile

Zelladhdsionsmolekiile (CAM) sind Rezeptoren der Zelloberfldache, die eine Bindung von
Zellen an andere Zellen oder an die extrazellulire Matrix vermitteln. Sie stellen dadurch nicht
nur den flir jeden mehrzelligen Organismus grundlegenden statischen Zusammenhalt der
Gewebe und Organe her, sondern ermoglichen auch dynamische Vorginge, z.B. im Rahmen
der Morphogenese, der Wundheilung, von Entziindungsreaktionen, aber auch der
Metastasierung. Manche CAM wirken gleichzeitig als Signaltransduktionsrezeptoren, d.h. bei
Ligandbindung werden Signale zur Proliferation und/oder Differenzierung gesetzt. Fiir die
Haut bedeutsame Klassen der CAM sind die Cadherine und Integrine (Abb. 1.3).

Die bekannten CAM sind zahlreich. Es sind vorwiegend transmembrane Proteine, deren
extrazelluldrer Anteil iiber definierte Doménen an die betreffenden Liganden bindet und deren
intrazelluldrer Anteil im Zytoplasma verankert ist. Bei Cadherinen und Integrinen, die gro3en
Zugkriften ausgesetzt sind, erfolgt die Verankerung durch spezielle Verbindungsmolekiile
(Linkerproteine — z.B. Talin, Vinkulin, Aktinine) am Zytoskelett. Cadherine und Integrine
sind konstitutiv exprimiert. Bindungspartner der Cadherine ist dasselbe Molekiil am
Gegeniiber (homotypische Bindung); der der Integrine ein andersartiger Ligand
(heterotypische Bindung) (Tab. 1.1). Die Bindung vieler CAM wird durch Kalziumionen
(oder andere divalente Kationen) reguliert; bei Cadherinen ist die Bindungsstirke konstant,

bei Integrinen durch exogene oder endogene Signale regulierbar (Fritsch, 1998).
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ZELL/ZELY -
ADHASION

Inter-
mediér-
Filamente

ZELL/MATRIX-
ADHASION

Basalmembran

Tight Junction
Adhésio'nngﬁrtal
| {Cadnerine) Cadherine
Desmosom
(Cadherine)
Ig-dhnliche CAMs 7
Integrine =
] Gap Junction Selectine
(Connexine)}
Hemidesmosom Fokalkontakt integrales
{Integrine) ({Integrine) Membran-
Proteoglycan Integrine

VERBINDUNGEN

ADHASIONSMECHANISMEN MIT ZELL-

+4

ADHASIONSMECHANISMEN
OHNE ZELLVERBINDUNGEN

Abb. 1.3 Zusammenstellung der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen; aus
Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 1995.

Verbindung Transmembrane | Extrazellulirer | Zytoskelett- | Einige homophil | Ca*- oder
Verbindungs- Ligand Assoziationen | intrazellulire | oder Mg~
proteine Anheftungs- | heterophil | Abhéingig-

proteine keit

Zell-Zell- Cadherine Cadherine Aktin- Catenine, homophil |ja

Adhérenz (E-Cadherine) in der Filamente Vinkulin,

Nachbarzelle o-Aktinin,
Plakoglobin

Desmosomen Cadherine Cadherine Intermediér- | Desmoplakine, | homophil | ja
(Desmogleine in der Filamente Plakoglobin
und Nachbarzelle
Desmocolline)

Fokalkontakte Integrine Proteine der Aktin- Talin, heterophil |ja

Extrazelluldren | Filamente Vinkulin,
Matrix a-Aktinin
Hemidesmosomen | Integrine (04f4) | Proteine der Intermedidr- | Desmoplakin- | heterophil | ja
Basalmembran | Filamente dhnliche
Proteine

Tab. 1.1 Haftverbindungen zusammengestellt; aus Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 1995.
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1.4.1.1. Integrine

Integrine stellen die grofite Gruppe der CAM und sind universell an allen Korperzellen aul3er
an Erythrozyten vorhanden. Es sind heterodimere, transmembrane Glycoproteine, die aus je
einer a- und B-Kette kombiniert sind (Abb. 1.4). Aus einer Gesamtheit von ca. 8 - und 16 a-
Ketten — nur bestimmte Kombinationen sind moglich — sind bislang 21 Integrine bekannt
(Tab. 1.2). a- und B-Ketten sind nicht kovalent aneinander gebunden und nur als komplettes
Dimer aktiv; B-Ketten sind zu 40-50% homolog; o-Ketten sind heterogener. Die
Ligandenspezifitdt wird von beiden Ketten vermittelt, eine groBBere Rolle spielt allerdings die
a-Kette. Viele Integrine haben mehrere Liganden. Die Bindung zwischen Integrinen und ihren
Liganden hingt von extrazelluliren zweiwertigen Ionen ab (Ca®" oder Mg”). Integrine
werden nach ihren B-Ketten in insgesamt 8 Subklassen eingeteilt; die wichtigsten sind die B1-,
B2- und B3-Integrine sowie einzelne Integrine anderer Subklassen. B1-Integrine (frither VAL
—,very late antigens®) vermitteln vorwiegend Zell-Matrixadhdsionen. In der Epidermis
werden a2B1- und a3p1-Integrine konstitutiv an den basalen Keratinozyten exprimiert,
vorwiegend an deren Lateralseite. avB1- und avp3-Integrine wirken entscheidend bei der
Wundheilung und Reepithelisierung mit. Wichtige Integrine anderer Subklassen sind a6B4 -
konstitutiv in Hemidesmosomem exprimiert — sowie avp5, avf6 und a4p7 — Bindung an

Fibronektin und Vitronektin; Wundheilung (Fritsch, 1998).

" Dimer | Alternative Bezeichnung | Ligand
Matrixbindung

oz VLA2, CDw49b/CD29 Laminin,
Kollagen

a3 VLA3, CDw49¢/CD29 Laminin,
Fibronektin,
B-Kette Kollagen

zwei-
wertiges

asP VLAS, CDw49¢/CD29 Fibronektin

Kation

a1 VLA6, CDw49{/CD29 Laminin

Cystein-reiche oyvBi CD51/CD29 Vitronektin,
Dominen Fibronektin

wu-Kette

a6Pa CDw49f Laminin

([ |

Tab. 1.2 Integrine der Keratinozyten und ihre
Liganden; verdndert nach Defilippi
Signal transduction by integrins, 1997.

Plasma-
membran

Bindung von
Talin und o-Actinin

| |
10 nm

Cytosol

Abb. 1.4

Untereinheiten-Zusammensetzung  eines
Integrins, das auf der Zelloberfliche als
Matrix-Rezeptor ~ dient.  (Schematische
Darstellung); Alberts, Molekularbiologie
der Zelle, 1995.
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Eigenschaften der Integrine:

¢ Integrine binden ihren Liganden mit relativ geringer Affinitdt und sind dafiir auf der Zelle
in sehr hoher Konzentration zu finden. Die Anheftung erfolgt also iiber viele schwache
Adhésionsreaktionen nach dem KlettverschluBB-Prinzip. So kdnnen die Zellen ihre Umgebung
erkunden, ohne den Kontakt zu verlieren (Alberts et al., 1995).

¢ Die Affinitét der Integrine kann durch Konformationsédnderung reguliert werden (Abb. 1.5):
Die Ligand-Bindungsstellen sind in inaktivem Zustand (I;) verborgen und werden in aktivem
Zustand (I,) enthiillt. In der Abwesentheit von divalenten Kationen befinden sich Integrine im
inaktiven Zustand. Bei Bindung von Kationen (Mn*" oder Mg*") wird das Gleichgewicht
zwischen I; und I, zugunsten des I,-Zustandes verschoben. Ca’" hat bei den meisten
Integrinen einen inhibitorischen Effekt auf die Ligand-Bindung und verschiebt das
Gleichgewicht zugunsten des I[;-Zustandes. Das Gleichgewicht kann weiterhin durch
aktivierende Antikdrper und in vivo vermutlich durch zellspezifische Faktoren beeinflusst
werden. Bindet ein aktives Integrin einen Liganden, verursacht das eine weitere
Konformationsédnderung (I3). Diese beinhaltet die vermehrte Pridsentation der Epitope fiir
Ligand-induzierte Bindungsstellen (ligand induced binding site epitope = LIBS) und die
reduzierte Zurschaustellung der Epitope fiir Ligand-verminderte Bindungsstellen (ligand
attenuated binding site epitopes = LABS). Antikorper, die LIBS-Epitope erkennen,
verschieben das Konformations-Gleichgewicht zugunsten des ligandbesetzten Zustandes (I3)
und stimulieren dabei die Ligandbindung. Demgegeiiber verschieben Antikorper, die LABS-
Epitope erkennen, das Konformations-Gleichgewicht zugunsten des I,-Zustandes und
inhibieren damit die Ligandbindung.

Nur der Teil des Liganden (schwarzes Rechteck), der innerhalb der Ligandbindungs-Tasche
liegt, ist in der Abbildung dargestellt (Mould, 1996)

L. =

Abb. 1.5 Schematisches Modell der Modulation der Integrin Affinitit durch
Konformationsanderungen; verdndert nach Mould, 1996.

LABS
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¢ Integrine wirken als Integratoren: Sie vermitteln die Wechselwirkungen zwischen
Zytoskelett und extrazellulirer Matrix. Die meisten Integrine sind mit Biindeln von
Aktinfilamenten verbunden. Eine Ausnahme ist das hemidesmosomale a6B4-Integrin, das an
Intermediérfilamente bindet. Wenn ein typisches Integrin seinen Liganden in der Matrix
gefunden hat, werden an die cytoplasmatische Domine der p-Kette sogenannte
Anheftungsproteine angelagert, die das Integrin mit dem Aktin der Zellrinde verbindet. Diese
Anheftung an das Zytoskelett trigt dazu bei, dass sich die Integrine in den Fokalkontakten
(Abb. 1.6 + Tab. 1.1) sammeln und starke gemeinsame Bindungen erzeugen (Alberts et al.,
1995).

¢ Die Wechselwirkung zwischen extrazelluldrer Matrix und Zytokelett funktioniert in beide
Richtungen (Alberts et al., 1995) (Abb.1.6).

¢ Eine Phosphorylierung von Tyrosin oder Threonin 788-789 (Suzuki et al., 2003) an der
cytoplasmatischen Domine stort die Fiahigkeit der Integrine an das Zytoskelett zu binden;
damit wird auch die Bindung zwischen Integrin und Matrix lockerer (Alberts et al., 1995).

¢ Integrine konnen intrazelluldre Signalkaskaden auslésen: Die Zusammenballung der
Integrine in Fokalkontakten kann im Zellinneren mehrere Signaliibertragungswege aktivieren.
Z.B. werden mehrere intrazelluldre Proteine an Tyrosinresten phosphoryliert, wie die Focal

Adhesion Kinase (=Tyrosinkinase) (Alberts et al., 1995) (Abb.1.6).

Konformation-
anderung
Inside = Out Outside = In

l|'|" e
d iy,

%Tyrosin Phosphorylierung
(FAK, Src, usw.)

U Akkumulation von Adapter-
Proteinen und Enzymen

U ERK-Aktivierung
t%JNK—Aktivielrung
%Aktiviemng der Proteinkinase C
U Phosphoinositide-Mediatoren
N Zytoplasmatische Alkalisation
U Aktivierung von Sekretion

U Erhohte Genexpression

U Wachstumskontrolle

%Verhinderung oder Stimulation
von Apoptose
t%Differenzierung

Aktivierung der Integrine
Deaktivierung der Integrine

Abb. 1.6 Die Integrin-Rezeptoren unterliegen Konformationdnderungen: Inaktiv (geschlossenes
Symbol) und Aktiv (offenes Symbol). 1. Die Signalverarbeitung durch Integrine kennt zwei Formen:
Die Reguglation der Affinitdt und der Konformation von Rezeptoren aus dem Zellinnern (inside-out
signaling). 2. Das Ausldsen intrazelluldrer Signaltransduktionwege durch die Besetzung der Integrine
durch ihren Liganden (outside-in signaling). (Abbildung: Hynes, 1992; Text: Yamada, 1995).
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Abb. 1.7 Integrine (keulenfomige orangefarbene Doppelmolekiile) binden die Zellen in die
Umgebung ein. Sie durchspannen die Zellmembran, wobei sie sich oft zu Gruppen ansammeln.
Ihr &duBleres Ende verankert sich an der Matrix, ihr inneres am Zytoskelett. Dazu bilden sich
unter Beteiligung vieler anderer Molekiile komplexe, hochorganisierte Fokalkontakte aus
(bléuliche Blase), die je nach Funktion verschieden aufgebaut sein konnen. Sie umfassen
diverse Komponenten des Zytoskeletts wie Aktinfasern und damit assoziierte Proteine (blau),
darunter Talin und Vinculin, welche das Integrin am Aktingeriist ankoppeln. Integrine
iibermitteln auch Botschaften von auflen nach innen (hier dargestellt) und umgekehrt oder
helfen dabei. Daran sind noch verschiedene andere Molekiile im Fokalkontakt beteiligt
(rotlich). Horwitz; Spektrum der Wissenschaft; 1/1998.
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1.4.1.2. Integrine und Mechanotransduktion

Integrine werden schon seit langem im Zusammenhang mit der Transduktion mechanischer
Reize diskutiert (Ingber, 1991, 1997, Shyy et al., 2001). Die Signaltransduktionsreaktionen
als Antwort auf eine mechanische Stimulierung haben viele Gemeinsamkeiten mit den
Prozessen der Zelladhédsion, wie z.B. die Zunahme der Tyrosin Phosphorylierung von
Proteinen der Fokalkontakte. Dies deutet darauf hin, dass Integrine als Mechanotransducer
fungieren konnen (Shyy et al., 1997).

Weitere Studien belegen eine Beteiligung von Integrinen an der Ubermittlung mechanischer
Krifte:

¢ Zellen, die sich iiber eine grofe Flidche ausbreiten konnen, iiberleben besser und
proliferieren schneller als Zellen mit abgerundeter Form. Dies zeigt folgendes Experiment:
Zellen werden verschiedene Muster adhdsiver ECM-Punkten angeboten; entweder ein
einzelner groBer Punkt oder mehrere kleine Punkte mit nicht-adhdsiven Zwischenrdumen. Die
kleinen Punkte zusammen ergeben die gleiche Fliche wie der groBe einzelne Punkt und
sprechen deshalb dieselbe Menge an Integrinen an. Jedoch die Zellen, die an viele kleine
Adhisionspunkte andocken konnen, haben nur eine geringe Tendenz in Apoptose
iiberzugehen (Ruoslahti et al., 1997).

¢ Eine mechanische Stimulierung verursacht eine Reorganisation der Integrin-Verteilung im
Vergleich mit unstimulierten Zellen (Calvalho et al., 1996).

¢ Eine einfache Integrin-Aggregation 19st eine lokalisierte transmembrane Akkumulation von
ca. 20 Signaltransduktionsmolekiilen, wie pp125FAK, Rho, Rac, Ras, Raf, MEK, ERK und
JNK, aus (Miyamoto et al., 1995).

¢ Eine Methode, die Beteiligung von Integrinen an der Mechanotransduktion nachzuweisen,
sind Magnet-Twisting-Versuche: Magnetische Kiigelchen werden mit ECM-Komponenten
(Fibronektin, Kollagen, usw.) beschichtet, die dann an die Integrine adhérieren. Nachfolgend
werden die Kiigelchen mit einem Magneten gedreht. D.h. der mechanische Stress wird dabei
direkt an den Zell-Oberflichen-Rezeptoren angelegt. Die Ergebnisse dieser Experimente
zeigen, dass Pl-Integrine die Formation von Fokal-Kontakten induzieren und eine
kréafteabhéngige Versteifung des Zytoskeletts unterstiitzen. Diese Reaktion des Zytoskeletts
nimmt im direkten Verhédltnis zum angelegten Stress zu und fordert intakte Mikrotubuli,
Intermedidrfilamente und Aktin-Filamente (Wang et al., 1993). Diese drei Hauptelemente des
Zytoskeletts befinden sich im Gleichgewicht der zelluliren Kréftebalance. Wird das
Gleichgewicht durch extrazellulire mechanische Reize gestort, kommt es zu einer

kréfteabhéngigen Umverteilungen innerhalb des Zytoskeletts (Chicurel et al., 1998). Dadurch
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kann die Mechanotransduktion gleichzeitig an mehrere Orten innerhalb der Zelle vermittelt
werden (Wang et al., 1993). Somit liefern die molekularen Verbindungen zwischen
Integrinen, zytoskelettalen Filamenten und nuklerdrem Geriist einen direkten Weg der
Signaliibertragung durch die Zelle. Dieser Mechanismus ruft einen integrierten Wechsel der
Zell- und Nukleusstruktur als Antwort auf Anderungen der Adhisivitit oder mechanischen
Eigenschaften der ECM hervor (Maniotis et al., 1997).

¢ Humane Fibroblasten besitzen die Féhigkeit, dreidimensionale Kollagengele
umzuorganisieren und zu kontraktieren. An diesem Prozess sind a2f1-Integrine beteiligt,
denn diese sind wihrend des Kontraktionsprozesses selektiv hochreguliert und kehren nach
vollendeter Kontraktion wieder zum Basiswert zuriick. Dariiber hinaus inhibieren funktions-
blockierende Antikorper gegen a2fB1-Integrine die Gelkontraktion (Klein et al., 1991).

¢ Bei Herzmuskelzellen wird die Bildung und Erhaltung von Fokalkontakten durch
mechanischen Zug beeinflusst: Der mechanische Stress stabilisiert den Level von Pl1-
Integrinen sowie die Bildung und Erhaltung von Fokalkontakten. Eine Stressverminderung
fiihrt zum Verlust von B1-Integrine auf der Zelloberfliche und zum Abbau der Fokalkontakte
(Sharp et al., 1997).

¢ Bei einer mechanischen Stimulierung von Integrinen reagieren Osteoblasten mit einer
Akkumulation zytoskelettaler Proteine (Vinculin + Talin), und zwar an Stellen, an denen
mechanischer Stress an den Oberflichen-Integrinen ausgeiibt wurde (Rychly et al., 1998).

¢ Endothelzellen zeigen vielfdltige Antworten auf Scherkriéfte, wie eine schnelle Umformung
von Fokalkontakte (Ishida et al., 1996) und eine erhohte Integrin Expression (Urbich et al.,
2000). Funktionelle Konsequenzen davon sind verstirkte Anheftung und eine vermehrte
Aktivitdit von ERK1/2 als Antwort auf die Anheftung. Allerdings sind dafiir RGD-sensitive
Integrine notwendig (Urbich et al., 2000).
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1.4.1.3. Cadherine

Cadherine sind eine weitere Gruppe von transmembranen Glykoproteinen (Abb. 1.7), die eine
Wechselwirkung zwischen den Aktin-Netzwerken der beteiligten Zellen herstellen. Sie
bewirken eine homophile kalziumabhingige Adhésion der Zellen aller epithelialer Organe
und des Endothels. 11 Cadherine sind bisher bekannt, zwischen diesen bestehen
Aminosdoresequenzhomologien von 40-60%. Sie sind diffus iiber die Zelloberfliche verteilt,
in Adhésionsgiirteln jedoch verdichtet. In der Epidermis finden sich sowohl die ,,klassischen
— vorwiegend E- und P-Cadherine — als auch die desmosomalen Cadherine (Tab. 1.2). Die
klassischen Cadherine sind an den Aktin-, die desmosomalen an den Keratinfilamenten
verankert. E-Cadherine sind die verbreitesten epithelialen Cadherine mit einem

Molekulargewicht von 120kD (Fritsch, 1998).

NH, Abb. 1.8 Ein typisches Cadherin-Molekiil in
i schematischer Darstellung; aus Alberts,
Molekularbiologie der Zelle, 1995.

Plasmamembran

' COOH ;

i|Catun_iﬁe_

Actin
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1.4.1.4. Cadherine und Mechanotransduktion

Auch fir Cadherine wurde schon eine Beteiligung an der Mechanotransduktion
nachgewiesen:

¢ In Endothelzellen wird die Transduktion des Scherkraft-Signals zum Teil von VE-
Cadherinen vermittelt. Denn in Endothelzellen, denen diese Cadherine fehlen, fiihren
Scherkréfte nicht zu einer nukledren Translokation des VEGF-Rezeptors2 und zur
Phosphorylierung von Akt und P38 (Shay-Salit et al., 2002).

¢ Scherkréfte bewirken in Endothelzellen eine Umverteilung der Proteine VE-Cadherine, o-
und B-Catenine und Plakoglobin. Unter Ruhebedingungen sind diese Proteine peripher und
bilden ein nahezu kontinuierliches Band um die Zelle an den Zell-Zell-Verbindungen.
Nachdem die Zellen 8 Stunden Scherkriften ausgesetzt sind, ist die Verteilung der Proteine
punktartig und tritt nur an den Stellen der bestindigen Zell-Anheftung auf. Nach 24-48-
Stunden andauernder mechanischer Reizung sind die Proteine wieder peripher lokalisiert und
formen ein Band von Adhésions-Plaques. Diese Plaques sind mit den Enden der Stressfasern
verbunden, welche in die laterale Membran einstrahlen (Noria et al., 1999).

¢ Bei kultivierten Muskelzellen fiihrt eine zyklische Streckung zu einer dramatischen
Hochregulierung der interzelluliren Verbindungsproteine, unter anderem der N-Cadherine
(Zhuang et al., 2000).

¢ In Magnet-Twisting-Experimenten (Erkldrung siehe vorne) sollte der Kriftetransfer {iber
Zell-ECM- oder Zell-Zell-Verbindungen getestet werden. Dabei wurde sowohl an Integrinen
als auch an Cadherinen die gleiche Stirke an mechanischer Reizung angelegt: Obwohl beide
Oberflachenrezeptoren fahig sind, mechanische Krifte {iber die Zellmembran zu {ibermitteln,
ist die Versteifung des Zytoskeletts durch einen Integrin-vermittelten Kraftetransfer stiarker

als durch einen Cadherin-vermittelten (Potard et al., 1997).
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1.4.2. EGF-Rezeptor

Viele Rezeptoren fir Wachstums- und Differenzierungsfaktoren sind Rezeptor-
Tyrosinkinasen, so auch der Rezeptor fiir epidermale Wachstumsfaktoren (EGF-R) (Abb.
1.8). Er durchspannt die Membran einmal und hat einen groen extrazelluldren Teil, der
glykolisiert ist und EGF bindet. Durch die Bindung des Liganden erfihrt der Rezeptor eine
Konformationsédnderung der extrazelluliren Domine, was die Dimerisierung des Rezeptors
zur Folge hat. Durch die Dimer-Bildung konnen sich die beiden cytoplasmatischen Doménen
gegenseitig an mehreren Tyrosinresten phosphorylieren. Diese Autophosphorylierung von
Tyrosinresten dient als Schaltmechanismus, der die vorriibergehende Bildung eines
intrazelluldren Signalkomplexes auslost, wodurch das Signal in das Innere der Zelle
weitergeleitet wird. So sind die autophosphorylierten Tyrosinreste hochaffine Bindestellen fiir
eine Reihe intrazelluldrer Signalproteine der Zielzelle, die dadurch oft selbst an Tyrosinresten
phosphoryliert werden. Die sogenannten Adapterproteine — wie Shc und Grb2 — besitzen
hochkonservierte SH2- und SH3-Dominen, mit denen phosphorylierte Tyrosine erkannt
werden konnen. Diese kleinen Proteine werden dazu verwendet, tyrosinphosphorylierte
Proteine — wie aktivierte Rezeptor-Tyrosinkinasen — mit anderen Proteinen zu verbriicken.
(Alberts et al., 1995). Die Bindung des GDP/GTP exchange-factors Sos an solche
Adapterproteine fiihrt zu einer Verkniipfung des EGF-R mit Ras-Proteinen, welche ihrerseits
eine Verbindung zu den Signalkaskaden der MAP-Kinasen herstellen (Pawson et al., 1997).
Der EGF-R wird nicht nur vom EGF, seinem spezifischen Liganden, sondern auch von einer
Reihe anderer Stimuli aktiviert: darunter sind Cytokine, Osmostress und auch mechanischer
Stress. In Endothelzellen, Herzmuskelzellen und glatten Muskelzellen kdnnen mechanische
Reize zu einer Aktivierung des EGF-R sowie anderer Rezeptor-Tyrosinkinasen fithren und
stromabwirts dieser Signalkaskade die MAPK — speziell ERK1/2 — aktivieren (Naruse et al.,
1998; Sadoshima et al., 1997; Iwasaki et al., 2000).

_ Abb. 1.9 Stark schematische Darstellung des
Ee\ﬁ:“*;"' L Rezeptor fiir epidermale Wachstums-
Domine faktoren; verdndert nach  Alberts,

Molekularbiologie der Zelle, 1995.
Plasma-
CYTOSOL membran

Tyrosin-
kinase-

Domaéne

EGF-
Rezeptor
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1.5. Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK)

Ausgehend von aktivierten Transmembranrezeptoren erfolgt die intrazelluldre Signalleitung
fiir die Regulation von Wachstums- und Differenzierungsreaktionen iiberwiegend iiber eine
Kaskade von hintereinandergeschalteten Proteinkinasen; d.h. ein extrazelluldres Signal wird
von einem Transmembranrezeptor registriert, der Rezeptor wird aktiviert und gibt dann das
Signal in Form einer Stimulierung der Tyrosin-Phosphorylierung nachgeschalteter
Effektormolekiile weiter. Als zentrale Schaltstation werden hier hdufig das Ras-Protein oder
andere Mitglieder der Superfamilie der Ras-Proteine benutzt. Bis zum Ras verlaufen die
beteiligten Reaktionen iiberwiegend membranassoziiert ab. Vom Ras-Protein aus wird das
Signal mit Hilfe von Proteinkinasen, die in Form einer Kaskade hintereinandergeschaltet sind,
ins Zellinnnere geleitet. Das Signal kann so bis in den Zellkern hineingetragen werden. Als
Resultat wird die Phosphorylierung und Aktivierung von genregulatorischen Proteinen oder
Enzymen beobachtet, die Schliisselreaktionen des Stoffwechsels katalysieren (Davis, 1994;
Blumer et al., 1994; Cano et al., 1995; Marshall, 1995). Die Signalkaskade der sequenziell
hintereinandergeschalteten Proteinkinasen ist ein sehr flexibles und leistungsfahiges Prinzip,
mit dem Signale amplifiziert, diversifiziert und reguliert werden konnen. Proteinkaskaden
sind einer Vielzahl von regulatorischen Einfliissen zuginglich. Auf jeder Stufe einer
Proteinkinase-Kaskade ist sowohl eine positive als auch eine negative Regulation moglich,

und die Intensitit eines Signals kann in weiten Grenzen moduliert werden (Krauss, 2001).

1.5.1. Komponenten der MAPK-Wege

Ein Merkmal der MAPK ist ihr Aktivierungsmechanismus, der aus drei zytoplasmatischen,
aufeinanderfolgenden Kinasen aufgebaut ist. Die MAPK stehen am unteren Ende der
Signaliibertragung und haben héufig zwei weitere Proteinkinasen vorgeschaltet (Abb. 1.9):
Die MAPK empfangen das Signal in Form einer aktivierenden Phosphorylierung durch die
MAPK-Kinase (MAPKK, MEK, MKK). Die MAPKK ist wiederum Substrat der MAPKK-
Kinase (MAPKKK, MEKK) (Kraus, 2001).
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Zell - Zell -
interaktionen
Rezeptor - StreB: UV, Hitze; / \
Tyr - Kinasen Cytokine
PAKs
MAPKKK - —
MAPKK — — - | MEK MEK4
MAPK — — -| ERKs JNK / SAPs
Differenzierung, Wachstumsstop
Zellteilung StreBantwort

Abb. 1.10  MAPK-Wege in Siugetierzellen. Neben dem Ras/Raf/MEK/ERK-Weg, der iiber
Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert wird und die Zellteilung und Differenzierung
anregt, gibt es auch MAPK-Wege, die durch andere Signale, wie z.B. UV-Strahlung
oder Hitzestress, aktiviert werden und einen Wachstumsstop und eine Stressantwort
auslosen; verdndert nach Krauss, Biochemistry of Signal Transduction and
Regulation, 2001.
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Die MAPK-Familie umfasst bislang vier verschiedene Mitglieder (Davis, 1994; Cobb et al.:
1995), die unter mehreren Namen bekannt sind (Tab.1.3).

MAPK Synonym
ERK 1/2 p44/42 MAPK
(extracellular signal regulated kinase 1/2)
JNK SAPKI1
(c-jun NH,-terminal kinase) (stess-activated protein Kinase 1)
p38 MAPK HOG 1

(homologe Kinase bei S. cervisiae)
(Isoformen: p38a, p38B1/2, p38y, p38d)
SAPK2, SAPK 3a/b, SAPK4, SAPK 5

CSBP
(CSAID"™-binding protein)
ERK 5 BMK 1
(extracellular signal regulated kinase 5) (Big MAPK 1)

Tab. 1.3 MAPK-Familien und deren am héufigsten gebrauchten Synonyme.

Die MAPKSs unterscheiden sich hinsichtlich der extrazelluldren Stimuli, die zu ihrer
Aktivierung fithren, und der durch sie nachfolgend ausgeldsten Zellantwort.

Die Aktivierung von ERK 1/2 erfolgt vor allem iiber Wachtumsfaktoren, z.B. Epidermal
Growth Factor (EGF) und Phorbolester. Aber auch Integrine und Cadherine kénnen die
Aktivierung dieser Signalkaskade auslosen (siehe unten). Im Gegensatz dazu haben Stress
und inflammatorische Zytokine nur einen geringen Effekt auf die Aktivierung von ERK 1/2
(Whitmarsh et al., 1995; Xia et al, 1995). Der ERK 1/2 Signalweg reguliert die
Zellproliferation, die Zelldifferenzierung und viele Entwicklungsprozesse der Zelle.
Demgegeniiber werden JNK und p38 MAPK vor allem durch externe Stressfaktoren aktiviert,
wie Hyperosmolaritdt, Hitzestress, UV-Bestrahlung, Chemikalien sowie interne
inflammatorische Prozesse (Ausschiittung von Zytokinen) und den Tumor Necrosis Factor
(TNF) (Canman et al., 1996; Raingeaud et al., 1995). Die Aktivierung dieser Signalwege kann
zu Entziindungsreaktionen, Apoptose, Proliferation oder Differzierung fiihren.

Nicht jeder MAPK Signalweg lauft separat ab und aktiviert ein spezielles Zielprotein oder
einen Transkriptionsfaktor. Die Signalwege sind komplex miteinander verkniipft, und viele
Transkriptionsfaktoren werden von allen Mitgliedern der MAPK-Familie aktiviert. So kann
der Transkriptionsfaktor Elk-1 von ERK 1/2 (Gille et al., 1995), INK (Cavigelli et al., 1996;
Gille et al., 1995) und p38 MAPK (Raingeaud et al., 1996) durch Phosphorylierung aktiviert
werden. Ahnliches gilt fiir andere Transskriptionsfaktoren, wie ATF-2, c-Jun oder
Zielproteine wie Mitogen-activated protein kinase activated protein kinase 3 (MAPKAPK-3)
(Schaefer et al., 1999)
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1.5.2. Integrine und MAPK

Schon langer wird dem Ras/MAPK Signalweg fiir die Kopplung von Integrinen mit der
Genexpression und der Kontrolle der Zellproliferation eine Bedeutung zugesprochen. Die
ersten Hinweise, dass die Zelladhésion an die extrazelluldre Matrix den MAPK-Weg aktiviert,
wurden von Chen geliefert (Chen et al., 1994). Die Daten zeigten, dass die Adhésion von
Swiss 3T3 — oder REF52 Fibroblasten an Fibronektin, Laminin oder Peptide, welche die Arg-
Gly-Asp-Sequenz beinhalten, eine starke und sofortige Aktivierung von ERK 1/2 auslost. Das
setzt eine Integritdt des Aktin-Zytoskeletts voraus, denn eine Zerstorung des Aktin-Netzes mit
Cytochalasin D verhindert eine adhdsionsinduzierte ERK 1/2 —Aktivierung.

Eine direkte Beteiligung von Bl-Integrinen an der Aktivierung von ERK 1/2 wurde von
Morino beschrieben (Morino et al., 1995): Sowohl ein Antikdrper-vermitteltes Crosslinking
von B1-Integrinen als auch die Adhédsion von menschlichen Haut-Fibroblasten an Fibronektin
fiihrt zu einer schnellen Phosphrylierung von ERK 1/2.

Zhu und Assoian (Zhu and Assoian, 1995) verglichen die Fahigkeit von Wachstumsfaktoren
und Komponenten der extrazelluldren Matrix ERK 1/2 zu aktivieren. Die Ergebnisse dieser
beiden Stimuli zeigten grole Unterschiede: Die wachstumsfaktorabhidngige Aktivierung von
ERK 1/2 ist schnell und vorriibergehend (maximal 10 min). Demgegeniiber ist die
Aktivierung als Antwort auf eine Adhidsion an Fibronektin graduell und bestindig (das
Maximum wird nach 1 Std. erreicht, die Aktivierung bleibt fiir wenigstens 3 Std. erhéht) und
mit einer Zellausbreitung verbunden. Eine Aktivierung von ERK 1/2 erfolgt auch nach einer
Adhision an Vitronektin oder Kollagen Typ 4 mit Kinetiken, die der Zellausbreitung auf
diesen extrazelluldren Matrices entsprechen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine
kombinierte Stimulierung der ERK 1/2-Aktivierung durch Integrine und Wachstumsfaktoren
fiir ein optimales Voranschreiten des Zellzyklus notwendig ist.

Der EGF-Rezeptor nimmt eine Schliisselrolle in der Integration verschiedener Signalsysteme
ein. So empfangt der EGF-Rezeptor von Oberflichenrezeptoren mehrerer Klassen Signale,
wie von anderen Mitgliedern der Tyrosin-Kinasen-Familie, Zytokin-Rezeptoren,
Ionenkanélen, G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren und Integrinen. Dadurch wird er zu einer
Stelle im Signalnetzwerk, an der die Signale zusammenlaufen und neu verteilt werden. Diese
nichtklassische Art und Weise des Crosstalks von Signalsystemen, bei dem der Rezeptor nicht
durch seinen spezifischen Liganden aktiviert wird, nennt man ,,Signal-Transaktivierung*
(Prenzel et al, 2000).

Moro und Mitarbeiter beschrieben 1998 in ihrem Aktikel ,,Integrins induce activation of EGF-

Receptor: role in MAP-kinase induction and adhesion-dependent cell survival® erstmals die
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Integrin-abhiangige EGF-Rezeptor Aktivierung mit nachfolgender Induktion der MAPK
ERK1: Integrine besitzen die Fiahigkeit direkt auf der Membranebene mit dem EGF-Rezeptor
zu kooperieren, um spezifische Signalwege zu aktivieren; d.h. nach Aktivierung der Integrine
durch die Adhésion an extrazellulare Matrix-Bestandteile, assoziieren diese auf der Membran
mit EGF-Rezeptoren und bilden einen molekularen Komplex. Dadurch konnen Integrine den
EGF-Rezeptor in Abwesentheit seines spezifischen Liganden transaktivieren und so als
Transduktions-Molekiil benutzen, um den MAPK-Weg zu aktivieren.

Es wurden aber auch andere Mechanismen einer MAPK Aktivierung durch Integrine
beschrieben. Dafiir nur zwei Beispiele:

Ein Teil der Integrin-Heterodimere kann mit Caveolin assoziieren und so die Tyrosin-
Phosphorylierung von Shc fordern, was zu einer Aktivierung der MAPK {iber Ras fiihrt
(Wary et al., 1996).

Weiterhin konnen aktivierte Integrine die Focal Adhesion Kinase (FAK) phosphorylieren.
Diese kann in phosphoryliertem Zustand Grb2 rekrutieren und das fiihrt wiederum zur

Aktivierung des Ras-MAPK-Signalweges (Schlaefer and Hunter, 1997).
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1.6. Das Zytoskelett

Das Zytoplasma der Eukaryontenzelle erhilt seine rdumliche Organisation durch ein Geflecht
von Proteinfilamenten, das man als Zytoskelett bezeichnet. In diesem Geflecht gibt es drei
Haupttypen von Filamenten: Mikrotubuli, Aktin-Filamente und Intermediérfilamente (Abb.
1.10).

Mikrotubuli sind steife Polymere aus Tubulin-Molekiilen und sind meist mit einem Ende am
Centrosom verankert, wihrend das andere frei ins Zytoplama ragt. In vielen Zellen sind
Mikrotubuli hochst dynamische Gebilde, die durch Anfiigen und Abdissoziieren der Tubulin-
Untereinheiten abwechselnd wachsen und schrumpfen. Motorproteine bewegen sich in der
einen oder anderen Richtung an den Mikrotubuli entlang und tragen ganz bestimmte
membranumhiillte Organellen zu festgelegten Stellen in der Zelle.

Aktin-Filamente sind ebenfalls dynamische Strukturen, die normalerweise nicht als einzelne
Filamente vorliegen, sondern in Form von Netzen oder Biindeln. Die Zellrinde ist eine
Schicht unmittelbar unter der Plasmamembran, die aus Aktin-Filamenten und verschiedenen
Aktin-bindenden Proteinen besteht. Die Aktin-Molekiile der Zellrinde polymerisieren und
depolymerisieren stetig und dabei entstehen Fortsétze der Zelloberflaiche wie Lamellipodien
und Mikrospikes. Die Polymerisation kann von auBlen durch Signalmolekiile gesteuert
werden, die an Zelloberflichen-Rezeptoren binden; diese Rezeptoren wirken {iiber
heterodimere G-Proteine und die kleinen GTPasen Rac und Rho.

Intermedidrfilamente sind kréftige, seilartige Polymere aus faserartigen Polypeptiden, die
Zugkriften widerstehen und fiir Struktur und mechanische Belastbarkeit der Zelle bedeutend
sind. Man kennt eine ganze Reihe gewebespezifischer Formen, welche sich durch die in ihnen
enthaltenen Aminosduren unterscheiden: Unter anderen gibt es die Keratin-Filamente der
Epithelzellen, die Glia-Filamente der Astrozyten und Schwann-Zellen, die Desmin-Filamente
der Muskelzellen und die Vimentin-Filamente in Fibroblasten und vielen anderen Zelltypen.
Die Filamente der drei Typen sind untereinander verbunden, und ihre Funktionen werden

koordiniert (Alberts, 1995).

32



ACTIN-FILAMENTE
R A 2 T

iql E:".“'%}‘i.‘- 4 d "" 3 " {“t‘ ;}j

why mﬁ “t Rk )

%‘_‘:ﬁ' 4 £ * , -._'., i of ..i Q&ﬂ -"I.

il e

o
i

) "_'[-\_ \‘ ;th’r-__
g *
.il e s 4;6..5 "\L v

25nm

MIKROTUBULI

LT

Mau‘m A.nﬁm

'*wﬁ

25 nm

Abb. 1.11 Die Abbildung zeigt die drei Arten von Protein-
filamenten, die das Zytoskelett bilden, jeweils
in einer elektronenmikroskopischen Aufnahme
und einer Schemazeichnung, in der man den
Aufbau aus Untereinheiten erkennt. Zudem ist
die Verteilung der Filamente in einem Typ von
Epithelzellen gezeigt; aus Alberts,
Molekularbiologie der Zelle, 1995.
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1.7. Fragestellung

Mechanische Kréfte in unterschiedlicher Form spielen bei der Regulierung zelluldrer Prozesse
eine bedeutende Rolle.

Epithelzellen bedecken die inneren und &duBeren Korperflichen und sind somit stetiger
mechanischer Beanspruchung ausgesetzt. Mechanische Reize induzieren bei Keratinozyten
z.B. die Ausbildung von Schwielen, konnen Hauterkrankungen auslosen und das
Hautwachstum anregen. Dennoch ist iiber den Einfluss von Dehnungsreizen auf
Keratinozyten noch recht wenig bekannt.

Die Zielsetzung dieser Dissertationsarbeit ist daher auszuarbeiten, inwieweit die
Oberflichenrezeptoren [1-Integrine, E-Cadherine und der Rezeptor fiir epidermale
Wachstumsfaktoren an der Aufnahme und Weiterleitung mechanischer Streckungsreize bei
humanen Keratinozyten der Zelllinie HaCaT beteiligt sind.

Die Eigenschaften der Zelle, wie Form, Innenorganisation und Bewegung, beruhen auf den
komplexen Proteinfilament-Geflechten des Zytroskeletts. Ein Ausfall der Adhésions-

rezeptoren konnte sich in einer Verdnderung der Organisation des Zytoskeletts du3ern.

Folgende Hypothese soll daher ndher betrachtet werden:
Untersuchung der Rolle von B1-Integrinen und E-Cadherinen als Sensoren fiir Dehnungsreize
im Rahmen einer proliferationsaktivierenden Signaltransduktionskette unter Einbeziehung des

EGF-Rezeptors und des Zytoskeletts.

» Untersuchung der Verteilung und/oder Mengenianderung der Bl-Integrine auf der
Zellmembran unter mechanischem Stress. Sind solche Anderungen gegebenenfalls
mitverantwortlich fiir das Adhédsions- und Proliferationsverhalten der Zellen?

» Untersuchung einer rdumlichen und funktionellen Zusammenarbeit von 1-Integrinen,
E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren bei der Transduktion von Dehnungsreizen im
Hinblick auf eine mogliche Rezeptor-Koclusterung direkt auf der Ebene der
Plasmamembran sowie eine EGF-Rezeptor-Transaktivierung.

» Auswirkung einer Funktionsblockierung von B1-Integrinen und E-Cadherinen auf die

verschiedenen Zytoskelettelement.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Gerite und Gefafle

Firma

Axioskop (Aufsichtfloureszenzmikroskopie)

Zeiss, Oberkochen

Brutschrinke, begasbar

Heraeus, Hanau
Nunc, Wiesbaden
Therno Life Science

Cell Scraper

TPP, Trasadingen; Schweiz

Dehnungsapparatur

Werkstatt des zoologischen Institutes
der J.W.Goethe Universitit

Drehschieber-Vacuum-Pumpe

Leybold Vacuum, Ko6In56

Einmalpipetten (25ml / 10ml / 5ml)

Corning, Wiesbaden

Facscalibur (Flow Cytometer)

Becton Dickinson, Heidelberg

FACS-Rohrchen, 4-2052-2

Becton Dickinson, Heidelberg

Eppendorf-Cups

Eppendorf, Hamburg

Glaspipetten

Brandt, Wertheim

Glasplatten, Spacer, Kimme

Peqlab, Erlangen

Gel Casting System Joey "

Owl scientific; USA

Immobilon'"-P (Transfer Membran)

Millipore, Bedford, MA, USA

Konfokales Laserscanning Mikroskop (CLSM)

Leica TCS,

Lab Tek plastik 4er Nunc, Roskilde, Ddnemark
Lichtmikroskop (invers) Zeiss, Oberkochen
Mikrotiterplatte Nunc, Roskilde, Ddnemark
Mini Transblot Cell (Blotting Kammer) Bio Rad, Hercules, CA, USA
Pasteurpipetten Brandt, Wertheim

Penguin'" Doppelgelsystem P8DS

Owl scientific; USA

Perfect Blue'" Foppelgelsystem Twin S

Peqlab, Erlangen

Petrischalen

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Spectrofluoro-Photometer RF-540

Shimadzu, Duisburg

Pipetten (1000ul1-0,5ul)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (1000ul-0,5ul)

Sarstedt, Niirtingen

Power Pac 200

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Rontgenfilm (Hyperfilm ECL)

Amersham Pharmicia, Little Chalfont,
UK

Teflonmatrizen

Werkstatt des zoologischen Institutes
der J.W.Goethe Universitit

Tischzentrifuge (centrifuge5417R)

Eppendorf, Hanau

Zellkulturflaschen (150 cm?)

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Zellkulturflaschen (75 cm’)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zentrifuge, Biofuge 5414

Eppendorf, Hanau

Zentrifugenréhrchen (50ml / 15ml)

Sarstedt, Niirtingen

6-Well-Multischalen (Wuchsfliche 9,6cm?)

Nunc, Roskilde, Ddnemark
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Substanzen

Firma

AG-1478 (4-(3-Chloranilino)-6,7-dimethoxyquinazoline

Calbiochem

Ammoniumperoxidsulfat (ASP)

Roth, Karlsruhe

Antipain Sigma, Diesenhofen
Aprotinin Sigma, Diesenhofen
Aqua ad injectabilia Braun, Melsungen

Arginin Sigma, Diesenhofen

Bio Rad DC Protein Assay Kit

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Bovines Serum Albumin (BSA)

PAA, Linz, Osterreich

Bromphenolblau Merck, Darmstadt

Bisbenzimid Riedel-de-Haen

BrdU-Kit II Boehringer Mannheim

Cellwash Becton Dickinson, Heidelberg

Curring Agent (Silikon > Komponente A) Armado Medizin Technik,
Diisseldorf

Dithiothreitol (DTT) Appli Chem, Darmstadt

Doexychylate Sigma, Diesenhofen

EDTA (Ethylendintrilotetra-Essigsdure-Dnatrium-Dihydrate)

Merck, Darmstadt

EGTA

Appli Chem, Darmstadt

EinschluBmedium fiir die indirekten Immunfloureszenz, PH7,5

Bios, Miinchen

Elastomer (Silkon > Komponente B) Armado Medizin Technik,
Diisseldorf

Ethanol J.T. Baker, USA

Fibronektin TEBU

Formaldehyd Appli Chem, Darmstadt

Fotales Kélberserum (FKS) PAA, Linz, Osterreich

Glycerol Merck, Darmstadt

Glycin Roth, Karlsruhe

Hank’s Salzlosung (HBSS) Biochrom KG (Seromed), Berlin

KOH Merck, Darmstadt

Kollagen Boehringer Mannheim

Laminin TEBU

Leupeptin Sigma, Diesenhofen

L-Glutamin Invitrogen, Paisley, UK

Magermilch-Pulver

Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell

MEM-Aminoséuren (essentiell)

Biochrom KG (Seromed), Berlin

MEM-Vitamine

Biochrom KG (Seromed), Berlin

Methanol

J.T. Baker, USA

Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Natrium-Bicarbonat

Biochrom KG (Seromed), Berlin

Natrium-Chlorid (NaCl)

Appli Chem, Darmstadt

Natrium-Vanadate

Appli Chem, Darmstadt

Nicht essentielle Aminosduren

Biochrom KG (Seromed), Berlin

N,N,N’N’-Tetramethlethylendiamin (TEMED)

Merck, Darmstadt

Nonidet Sigma, Diesenhofen

Phosphate Buffered Salin (PBS) Invitrogen, Paisley, UK

PMSF Sigma, Diesenhofen

Penicilin / Steptomycin Biochrom KG (Seromed), Berlin
Pepstain Sigma, Diesenhofen

Prestained SDS PAGE Srandards, Low Range

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Prestained SDS PAGE Srandards, High Range

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Rotiporese-Gel (Acrylamid-Losung)

Roth, Karlsruhe

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

Appli Chem, Darmstadt
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Trichloressigsédure Roth, Karlsruhe

TRIS UBS,Cleveland, OH, USA
Triton X-100 Merck, Darmstadt

Tween 20 Bio Rad, Hercules, CA, USA
Trypsin Invitrogen, Paisley, UK
Antikorper Firma

Alexa 488, donkey-anti-goat (IF)

Molecular Probes, Gottingen

Alexa 488, goat-anti-mouse (IF)

Molecular Probes, Gottingen

Alexa 546, goat-anti-mouse (IF)

Molecular Probes, Gottingen

Anti-E-Cadherin, monoclonal, mouse, Clone 34, IgG2b (IF)

Transduction Laboratories

Anti-E-Cadherin, function blocking, polyclonal, goat, Clone
sc1500P(IF+WB)

Santa Cruz Biotechnology,

Anti-EGF-Rezeptor, polyclonal, goat (IF)

Santa Cruz Biotechnology,

Anti-EGF-Rezeptor, monoclonal, mouse, Clone 13, IgG1(WB)

Transduction Laboratories

Anti-EGF-Rezeptor activated, monoclonal,mouse,Clone 74, IgG1 WB)

Transduction Laboratories

Anti-PanKeratin, monoclonal, mouse, IgG1 (IF)

Sigma, Deisenhofen

Anti-Tubulin, monoclonal, mouse (IF)

Sigma, Deisenhofen

Anti-1-Integrin, monoclonal, mouse, Clone 18, 1gG1 (IF)

Transduction Laboratories

Anti-Human-B1-Integrin, function blocking, monoclonal, mouse, clone
6S6, IgG1(IF+WB)

Chemicon International INC.
Temecula

CD29-FITC, monoclonal, mouse, Clone K20, IgG2a

Immunotech, Hamburg

1gG2a-FITC, mouse, Clone U7.27 (Isotypic Control)

Immunotech, Hamburg

p44/42 MAP Kinase, polyclonal, rabbit (WB)

Cell Signaling, Beverley,
MA, USA

Phospho-p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204),monoclonal, mouse,
IgG1 (WB)

Cell Signaling, Beverley,
MA, USA

Phototope-HRP Western Blot Detection Kit

Cell Signaling, Beverley,
MA, USA

TRITC-Phalloidin

Sigma, Deisenhofen
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2.2. Methoden

2.2.1. HaCaT-Keratinozyten

Die Mehrheit der Experimente wurde mit der humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT
(Human adult low Calcium high Temperature) durchgefiihrt. Diese Zellen sind bei niedrigem
Calciumgehalt und erhdhter Temperatur spontan zu einer Zelllinie immortalisiert. Die
HaCaT-Zelllinie besitzt einen transformierten Phénotyp, verhélt sich jedoch nicht
tumorinduzierend und weist ein dhnliches Differenzierungspotential auf wie epitheliale
Keratinozyten (Breitkreuz et al., 1989). Wie der Name HaCaT schon besagt, benétigen diese
Zellen als optimale Wachstumsbedingungen einen niedrigen Calciumgehalt (0,2mM) und eine
relativ hohe Umgebungstemperatur von 38,5°C (Boukamp et al., 1988). Im Gegensatz zu
primédren Keratinozyten weisen HaCaT-Zellen keine individuellen Unterschiede auf und sind
somit gut als Versuchszelllinie von zellbiologischen Vorgingen an Hautmodellen geeignet.
Wir danken Herrn Prof. N.E. Fusenig vom Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg,

er hat uns diese Zelllinie zur Verfiigung gestellt.

2.2.1.1. Zellkultur der HaCaT-Zellen

Die HaCaT-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, in Kunststoff-Kulturflaschen mit Hank’s
Medium kultiviert (Abb. 2.1).

Abb. 2.1 Kunststoff-Zellkulturflasche (Greiner)
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Hank's-Medium:

>

VvV V. V V V V VYV V

Hank"s-Salzlosung (HBSS) ohne NaHCOs3, Phenolrot als pH-Indikator
Aqua ad iniectabilia

MEM-Vitamine (100x)

MEM essentielle Aminosduren

Natriumbicarbonat 7,5% , PH 7,0 (Puffer)

Penicilin/Streptomycin (10.000E/10.000p1/ml)

L-Glutamin (100x) 1%

Fotales Kélberserum (FKS) hitzeinaktiviert

Calciumgehalt des Mediums = 0,9mM

Die Zellen wurden zweimal pro Woche passagiert, da sie aufgrund ihrer hohen

Proliferationsrate schnell eine hohe Zelldichte erreichen. Beim Splitten und Aussden wurde

wie folgt verfahren:

1.
2.

Entfernen des alten Mediums und einmalige Waschung mit PBS".

EDTA-Losung (0,2% in Ca-Mg freiem PBS) zugeben und ca. 10min bei 37°C
inkubieren. EDTA ist ein Komplexbildner, der zweiwertige Metallionen bindet;
dadurch kann die iiber Integrine und Cadherine vermittelte Zelladhdsion nicht mehr
aufrechterhalten werden und die Zellen 16sen sich leichter vom Untergrund ab.

EDTA abkippen und Trypsin/EDTA-L6sung (0,125%/0,1% in Ca-Mg freiem PBS)
zufiigen.

Nach ca. 10min Inkubationszeit (37°C) die entsprechende Menge Medium dazugeben,

um den Vorgang des Trypsinierens zu beenden.

. Aussiden der Zellen in der gewiinschten Zelldichte:

» Einfaches Splitten = 1:5-1:8
» Ausséden in definierter Zelldichte = zuvor Bestimmung der Zellzahl in einer
Neubauer- Zahlkammer und Einstellung der gewiinschten Zellzahl in frischem

Medium.

Fir alle Versuche wurden die HaCaT-Zellen in flexiblen Silikonkammern -Wuchsfliche:

8cm’- mit 2ml Hank's Medium kultiviert (Abb. 2.2).

39



Abb. 2.2 Silikonkammern: Links = Doppelkammer + Medium
Rechts = Einfachkammer + Medium

2.2.2. Zellzahlbestimmung in der Neubauer Ziahlkammer

Die Zellzahl wurde in Neubauer—Zahlkammern bestimmt. Eine Zdhlkammer weist zwei
Zéhlnetze auf. Jedes Ziahlnetz beinhaltet vier groBe Eckquadrate, ein jedes unterteilt in 16
kleinere Quadrate. Eines dieser grolen Eckquadrate reprisentiert ein definiertes Volumen von
0,1ul, insgesamt ergeben sich dann 0,4ul. Nach Beschickung der Kammer mit Zellsuspension
(Verdiinnung mit PBS™ oder Abzentrifugieren je nach Zelldichte) wurden die Eckquadrate
beider Zihlnetze ausgezihlt, der Mittelwert errechnet und aus der ermittelten Zahl die

Zellzahl der Gesamtsuspension errechnet:

Zellzahl = gezihlte Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x ml Zellsuspension x 1000
0,4

40



2.2.3. Das Konzept der mechanischen Reizung

2.2.3.1. Herstellung von flexiblen Silikonkammern

Eine Silikonkammer besteht aus zwei Komponenten (Elastomer und Curing Agent), die im
Verhiltnis 10+1 gemischt und anschlieBend in einem Kondensator entgast wurden. Die
Silikonmasse wurde in vorgefertigte Teflonmatrizen eingebracht und bei 80°C fiir mindestens
drei Stunden polymerisieren lassen. Nach dem Entfernen der Silikonkammern aus den
Matrizen wurden diese mit 5,7%iger KOH-Losung (in Methanol) behandelt, um die durch die
Polymerisation entstandene Salzsdure zu neutralisieren und oberflachliche Polymere

aufzubrechen, zuletzt griindlich mit Aqua dest. gespiilt und autoklaviert.

2.2.3.2. Apparatur zur Streckung

Die fertige Silikonkammer wurde in die Dehnungsapparatur (Abb. 2.3 + 2.4) eingespannt und
nacheinander fiir jeweils mindestens zwei Stunden mit 2%igem Arginin und FKS beschichtet,
um die Zelladhdsion zu erleichtern. Danach konnten die Zellen in die flexiblen Kammern
ausgesdt werden. Nach einer Anheftungszeit von ca. 24 Stunden wurden die Kammern +
Zellen um 10% ihrer initialen Linge gedehnt (Abb. 2.4 B + D). Diese Dehnung erfolgte mit
Hilfe eines Hebels im Fall der 6er-Anlage (siche Abb. 2.3) oder eines Schraubgewindes bei
der Einzelstreckungs-Apparatur (Abb. 2.4). Fiir alle Experimente wurden die Zellen einem
Singlestretch ausgesetzt, d.h. die Kammern wurden gedehnt und fiir die gewidhlten Zeiten im
gestreckten Zustand belassen. Das ,,Abarbeiten* der Zellen geschah bei den Einzelstreckungs-
Apparaturen in gestrecktem Zustand der Kammern, dabei stellte man die komplette Kammer

z.B. auf Eis.

Abb. 2.3 Streckungsapparatur: 6er-Anlage
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Abb. 2.4 Einzel-Streckungapparaturen:
A) Doppelkammer; entspannter Zustand
B) Doppelkammer; gespannter Zustand
C) Einzelkammer; entspannter Zustand
D) Einzelkammer; gespannter Zustand
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2.2.4. Untersuchungen mittels Konfokalem Laserscan Mikroskop

2.2.4.1. Anzucht der Zellen fiir Imnmunfloureszenzfirbungen

Die HaCaT-Keratinozyten wurden in Silikonkammern in einer Dichte von 5x10° - 1x10° (je
nach dem momentanen Proliferationsverhalten) ausgesit und nach 24h einem 5, 15 oder 30

miniitigem Singlestretch ausgesetzt.

2.2.4.2. Fixierung und Vorbereitung der Zellkulturen fiir das CLSM

Die Zellkulturen wurden in gestrecktem Zustand nach dem Absaugen des Mediums und
einmaligem Waschen mit PBS™ mit 5%igem Formaldehyd + 0,1% Nonidet fiir Imin bei RT
fixiert und permeabilisiert. Diese Losung wurde sofort durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt, darauf weitere 30min mit 5%igem Formaldehyd bei RT fixiert und wiederum
dreimal mit PBS™ gewaschen.

Nach der Fixierung folgte die Aufbereitung der Silikonkammern fiir das CLSM (Abb. 2.5):
Die Silikonkammer wurde in vier Stiicke geteilt und je so ein Stiick in eine der mittleren
Kammern eines 4er Lab-Tek gelegt. Die anderen Kammern des 4er Lab-Tek blieben frei, um
das Prédparat spiter noch gut in die Vorrichtung am CLSM einbringen zu koénnen. Die

Arbeitsschritte erfolgten in einer gro3en Petrischale mit PBS'.

Silikonkammer der Lab-Tek

o AR

Abb.2.5 Silkonkammer mit dem ausgewahlten Stiick — gerastert dargestellt - welches in das
4er LabTek tibertagen werden soll.




2.2.4.3. Immunfuoreszenzfirbungen

Die Prédparate wurden ca. 10min mit einer PBS+1%BSA-Losung vorbehandelt, um die
unspezifischen Bindungen abzusidttigen. Sodann wurden pro LabTek-Kammer 500ul
Primérantikdrper zugegeben, welcher entsprechend mit PBS+1%BSA-Losung verdiinnt fiir
60min bei 5% CO,-Atmosphdre und 37°C inkubiert wurde. Folgende Primérantikorper-
Kombinationen fanden dabei Verwendung:
1. Negativ-Kontrolle = nur Secundérantikorper
2. Einfachfirbungen:
= Anti-f1-Integrin, monoclonal, Maus ®» Verdiinnung 1:500
= Anti-E-Cadherin, monoclonal, Maus ®» Verdiinnung 1:50
= Anti-EGF-Rezeptor, polyclonal, Ziege ® Verdiinnung 1:50
3. Doppelfarbungen
= Anti-f1-Integrin + Anti-EGF-Rezeptor ® Verdiinnung 1:500 +1:50
= Anti-E-Cadherin + Anti-EGF-Rezeptor ® Verdiinnung 1:50 +1:50
= Anti-EGF-Rezeptor + TRITC-Phalloidon ® Verdiinnung 1:50 +1:2 = 20ul/Kammer
= Anti-EGF-Rezeptor + Anti-Tubulin, monoclonal, Maus ® Verdiinnung 1:50+1:100
= Anti-EGF-Rezeptor + Anti-Pan-Keratin, monoclonal, Maus ® Verdiinnung 1:50 +
1:100

Nach drei Waschschritten von je 10min bei RT mit PBS+1%BSA zum nochmaligen Blocken,
wurde jede Lab-Tek-Kammer 30min bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphdre mit 500ul
Sekundérantikdrper inkubiert. Entsprechend den Primérantikérpern wurden folgende
Secundérantikorper verwendet, verdiinnt in PBS+1%BSA:

a. Alexa 546, Ziege-Anti-Maus (rot) ® Verdiinnung 1:200

b. Alexa 488, Esel-Anti-Ziege (griin) ® Verdiinnung 1:200
Alexa 546 ist ein TRITC Analoger rot-fluoreszierender Sekundédrantikoper und Alexa 488 ist
ein FITC Analoger griin-fluoreszierender Sekundirantikdrper. Beide weisen gegeniiber dem
,yhormalen FITC und TRITC eine hohere Stabiltdt auf, sie verbleichen deshalb bei
Bestrahlung nicht so schnell. Die Kammern wurden nach der Inkubationszeit dreimal mit
PBS gespiilt (je 10min, RT), in das Eindeckmedium eingebettet und mit zurechtgschnittenen
Deckgliaschen versehen. Hierauf konnten von den Pridparaten am Konfocalen Laserscan

Mikroskop optische Schnitte angefertigt werden.
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2.2.4.4. Das Konfocale Laserscan Mikroskop

Biologische Objekte sind komplex und auf mikroskopischer Ebene oftmals aus vielen sich
iiberlagernden Strukturelementen aufgebaut. Das Confocal Laser Scanning Microscope
(CLSM) ermoglicht es, Strukturen in den drei Richtungen des Raumes abzubilden und zu
vermessen. Die wichtigsten Konsequenzen, die sich aus der konfokalen Abbildung ergeben,
konnen wie folgt zusammengefasst werden (Robenek, 1995):

¢ Licht von auflerhalb der Brennebene wird unterdriickt.

¢ Defokussierung erzeugt keine Unschérfe, sondern Ausblendung der Objektteile, die sich
von der Brennebene entfernen. Das Bild des Objektes wird beim Defokussieren dunkel, bevor
es unscharf wird. Man spricht daher vom optischen Schneiden.

¢ Reale 3-dimensionale Datensdtze konnen aufgenommen werden.

¢ Kontinuierliches Bewegen des Objektes entlang der optischen Achse ermoglicht
Seitenansichten (xz-Schnitte).

¢ Durch die punktférmige Beleuchtung kommt es zu einer Streulichtreduktion von
benachbarten Strukturen.

¢ Mit Hilfe von Bildverarbeitung kénnen viele Bilder unterschiedlicher Brennebene zu einem
neuen Bild mit groBer Tiefenschirfe zusammengesetzt werden. Im konventionellen
Mikroskop dagegen mufl zur Vergroferung der Tiefenschirfe die Apparatur und damit auch
das Auflosungsvermdgen reduziert werden.

¢ Quantitative Messungen sind nicht mehr fokus- bzw. bedienerabhingig, da das gesamte
Objekt in seiner 3-dimensionalen Ausdehnung aufgenommen werden kann.

Ein weiterer Vorteil des CLSMs ist, dass die Abweichungen in den Absorptions- und
Emissionsspektren von unterschiedlichen Fluorochromen (Abb. 2.6) dazu genutzt werden
konnen, zwei oder mehrere Strukturen gleichzeitig darzustellen. Diese Anwendung ist fiir die

rdumliche Zuordnung einzelner Zellelemente von grof3er Bedeutung.

Argon Linie  Krypton Linie Abb.2.6 Spektren von Laserlinien
4ep 208 sowie von zwei typischen
FIIC Absorption i [k Rhesleiin ABsorpiion Fluoreszenzfarbstoffen;
FITC Emission Lissamin Rl;::f::::: aus Robenek, Mikros-
relative 1495 \528 kopie in Forschung und

Starke Technik, 1995.

Wellenldnge
(nm)

AT R0
450 500 550 600 650

J L J

Detechonsbereich Detectionsbereich der lisso-
der FITC Fluoreszenz min Rhodamin Fluoreszenz
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In dieser Arbeit wurde die dreidimensionale Verteilung verschiedener Oberfldchen-
rezeptoren (B1-Integrine, E-Cadherine und EGF-Rezeptoren) und Zytoskelettelemente (F-
Aktin, Mikrotubuli und Keratinfgilamenten) vor und nach der mechanischen Reizung sowie
vor und nach Ausschaltung einer der oben angefiihrten Rezeptoren mittels CLSM untersucht.
Hierzu wurden sowohl von Zellkolonien als auch von einzelnen Zellen verschiedene xy-
Ebenen im Abstand von 0,8um in z-Richtung aufgenommen (Abb. 2.7) Von den Schnittserien
wurden nach Durchfiihrung unterschiedlicher Bildverarbeitungsfunktionen jeweils die basale

Ebene, eine mediane Ebene und die apikale Ebene ausgesucht und gegeniibergestellt.

Abb. 2.7 Bildstapel aus xy-Schnitten; aus Robenek, Mikroskopie in Forschung
und Technik, 1995.

Da die meisten Prédparate eine Doppelfiarbung aufwiesen, musste vor jeder Aufnahme die
optimale Verstarkung bei gleichzeitiger Ausschaltung des Crosstalks beider Fluoreszenzen
eingestellt werden. Dies erfolgte mit dem Acusto Optical Tunibale Filter (AOTF). Mit dieser
Funktion lassen sich sowohl die Verstirkung des Photomultibleiers als auch die vom Laser
zur Verfligung gestellte Transmission so regulieren, dass es zwischen den gewihlten

Fluoreszenzen-Farbstoffen zu keinem Crosstalk kommt (Abb.2.8).
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1. Einstellung des TRITC-Kanals

Beide Kaniile offen
BETA1-TRITC+EGFR-FITC

FITC -Kanal geschlossen

BETAI1+EGFR BETAI EGFR
TRITCHFITC TRITC FITC

2. Einstellung des FITC-Kanals

Beide Kanile offen
BETA1-TRITC +EGFR- FITC

TRITC-Kanal geschlossen

BETA1+EGFR BETA1 EGFR
TRITC+FITC TRITC FITC

R

Abb. 2.8 Ausschaltung des Crosstalks mittels AOTF-Funktion
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2.2.4.5. Kolokalisations-Analyse der CLSM-Bilder

Fiir eine genaue Aussage iiber die Kolokalisation der am CLSM aufgenommenen Bildserien
mit Doppelfarbungen (B1-Integrine + EGF-Rezeptor und E-Cadherine + EGF-Rezeptor)
wurde wie folgt vorgegangen:

Die Bildserien des FITC-Kanals = EGF-Rezeptor und des TRITC-Kanals = B1-Integrin
wurden mit verschiedenen Funktionen der Imaris-Software iiberlagert und von diesen 2-
Kanal-Bildern mit der Imaris-Software® colocalisation ein Intensititsverteilungsschema
erstellt. Anhand dieses Diagramms, welches alle Kolokalisationen angezeigt, konnten
verschiedene Intensititsverteilungen gezielt analysiert werden (Abb. 2.9). Dabei repréisentiert
die vertikale Achse die Griin-Werte und die horizontale Achse die Rot-Werte. Auf diesen
Achsen nimmt die Intensitét von links nach rechts bzw. von unten nach oben zu. Die Farben
im Diagramm geben die Haufigkeit der betreffenden Intensitdtsverteilung an: gelb = sehr
héufig > rot = mittlere Haufigkeit > blau/lila = geringe Haufigkeit. Zum Beispiel besitzen die
hochsten Griin- und Rot-Intensititen eine geringe Haufigkeit, dagegen sind niedrige Griin-
und Rot-Intensititen sehr hdufig. Nach Auswahl der gewiinschten Intensititsverteilung im
Diagramm wurde ein dritter Kanal (gelb) kreiert, der die Kolokalisation in diesem Feld
bildlich darstellt. In die Kolokalisations-Analyse wurde pro Bildserie jeweils das gesamte
Diagramm und zwei Teil-Auswahlen einbezogen. Dabei zeigt die 1.Teil-Auswahl Strukturen
von besonderem Interesse, z.B. die Cluster. Demgegeniiber reprasentiert die 2. Teil-Auswahl
entweder den Hintergrund oder die entsprechend komplementdren Strukturen zur 1. Teil-

Auswahl, weshalb teilweise auf die Darstellung der 2.Teil-Auswahl verzichtet wurde.

Gesamt-Auswahl 1. Teil-Auswahl 2. Teil-Auswahl

Intensitits-
Verteilungs-
Schemata
mit
Auswahl-
fenster

Bildliche Dar-
stellung der
kolokalisierten
Bereiche aus
den Auswahl-
fenstern

—100pm

Abb. 2.9 Kolokalisations-Analyse
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2.2.4.6. Quantitative Auswertung der Immunfluoreszenzpriparate

In diesem Fall wurde die Fluoreszenz mittels eines Aufsicht-Fluoreszenz-Mikroskopes
sichtbar gemacht. Folgende Filterkombination fand dafiir Verwendung:
Erregerfilter: TRITC: BP546/12
Farbfilter: T580
Sperrfilter: P590
Wellenldnge: 612nm
Zur Bewertung der Vermehrung von Adhédsionskontakten durch mechanische Dehnung
wurden nur die Bl-Integrin Farbungen herangezogen (auch bei Doppelfairbungen). Dazu
wurde auf den Kulturen jeweils ein ca. 1cm groBes Areal bei einer 1000fachen Vergroferung
(Objectiv Neofluor 100/1,3) ausgezdhlt. Die Fliche wurde hierbei systematisch abgefahren
und jeder Bildausschnitt nach folgenden Kriterien bewertet:
1. Gesamtzellzahl = Die einzelnen Zellen sind in der B1-Integrin-Fiarbung deutlich zu
erkennen.
2. Anzahl der Zellen, die groBere Cluster von B1-Integrinen (=Adhésionskontakte) in der
basalen Zellmembran aufweisen.
Auf diese Weise wurden pro Kammer jeweils 30 Blickfelder ausgewertet und die daraus

ermittelten Durchschnittswerte jeweils auf 100 Zellen bezogen.

2.2.5. FACS-Analyse der p1-Integrine

Um zu priifen, ob sich die Bl-Integrin-Menge auf der Zelloberfliche durch mechanische
Streckung andert, wurden die Zellen auf diese Rezeptoren getestet. Die Vorbereitungen zur
FACS-Analyse wurden wie nachfolgend beschrieben vorgenommen:

Einen Tag nach der Aussaat wurden die Zellenkulturen fiir unterschiedliche Zeitintervalle
gestreckt: 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 4, 24, 48, 72 Stunden. Danach wurden die Zellen geerntet
(siche vorne) und in Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Sodann wurde die Zellzahl bestimmt, bei
1100 UpM ohne Bremse 10min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und mit
PBS+10%FKS eine Zellzahl von 2-5x10° eingestellt. 100ul einer jeden Zellsuspension
wurden jeweils zusammen mit 2,5ul CD29-Fitc (= B1-Integrin) bzw. 5Sul Fitc-IgG2a-mouse
(= Kontrolle) in ein FACS-Rohrchen pippetiert. Nach 15 Minuten Inkubationsdauer bei RT
(Dunkel) wurde der iiberschiissige Antikorper mit 2ml Cellwash ausgewaschen. Nach Smin
Zentrifugation bei 1100UpM ohne Bremse wurde der Uberstand mittels einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Pellet in 500ul Cellwash aufgenommen. Die Messung

erfolgte an einem FACS-Gerit.
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2.2.6. Adhisions Assay

Zur Uberpriifung einer moglichen Steigerung der adhisiven Eigenschaften von HaCaT-Zellen
durch mechanische Reizung wurde ein Adhdsions-Assay durchgefiihrt.
1.Tag: Fir diese Experimente wurden die Zellen in speziell beschichtete Silikonkammern in
einer Dichte von 2x10° ausgesit. Folgende Beschichtungen wurden getestet: Fibronektin
(5pg/em?), Kollagen (5pg/cm?), Laminin (5pg/cm?®), Arginin (2%) + Serum, Arginin (2%),
Serum, Arginin (2%) + BSA(5%).
2. Tag: Mediumwechsel: # Medium ohne Serum
# Medium ohne Serum + B1-Integrin blockierendem Antikorper

3.Tag: Die Zellkulturen wurden 30min gestreckt, die Zellen danach mit EDTA und Trypsin
geerntet und definiert in 6-Well-Multischalen ausgesit (1-5x10°) (Abb. 2.9). Jeweils nach 15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 Minuten Anheftungszeit wurden pro Kontroll- und gestreckten
Populationen drei Wells abgearbeitet. Dazu wurde wie folgt vorgegangen:

= Zweimaliges Waschen mit PBS”

= Kernfarbung mit Bisbenzimid (Hochst-Farbstoff): Verdiinnung 1:100 in Hanks-

Medium, 45min, 37°C, 5%CO’

= Zweimaliges Waschen mit PBS

= Lysieren der Zellen mit 2ml 0,1%igem SDS und iiberfiihren in ein Reagenzglas

= Nochmaliges Nachspiilen der Wells mit 2ml 0,1%igem SDS und ebenfalls in das

Reagenglas tiberfiihren (= insgesamt 4ml)

4.Tag: Zentrifugieren bei 2000 UpM 10min und die Kernfluoreszenz des Uberstandes am

Photometer messen. Pro Bedingung wurden jeweils drei voneinander unabhéngige Proben

gemessen.
Silikonkammer 6-Well-Multischale
NPT — /r/&@‘# l-f-'/‘,'_,-.'.;::-!.f.; S 4 -T:
VY \
[0 )
—
{ ?el{ i
P e A b b kT

Abb. 2.10 Nach erfolgter Streckung wurden die Zellen in Suspension gebracht und in 6-
Well-Multischalen wieder ausgesit.
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Um die Zellzahl der adhirenten Zellen bestimmen zu konnen, wurde parallel zum
eigentlichen Versuch aus derselben Ursprungspopulation eine Standardkurve erstellt. Hierzu
wurden die Zellen einer kleinen Kulturflasche 45min bei 37°C und 5%CO? mit Bisbenzimid
behandelt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS™ wurden die Zellen mit EDTA und Trypsin
abgeldst, die Zellzahl bestimmt, eine Verdiinnungsreihe mit 0,1%igem SDS hergestellt, z.B.
0,2x10°, 0,4x10°, 0,6x10°, 0,8x10°, 1x10°, 1,2x10° und ebenfalls am Photometer die
Kernfluoreszenz gemessen. Anhand dieser Standardkurve konnte dann genau bestimmt
werden, welche Fluoreszenzintensitit der Proben welcher Zellzahl entspricht. Die absoluten

Zellzahlen der Proben wurden abschlieBend in Prozent umgerechnet.

2.2.7. BrdU Nachweis

Zur Messung der Zellproliferation wurde der BrdU-Assay gewéhlt. BrdU (=5-Brom-2'-
desoxy-uridin) kann anstelle von Thymidin in die zelluldire DNA inkorporiert werden. Zellen,
die BrdU in ihre DNA eingebaut haben, kdnnen durch Verwendung eines monoclonalen
Antikérpers gegen BrdU und eines Fluorochrom-gekoppelten zweiten Antikdrpers schnell
nachgewiesen werden. Die Testdurchfiihrung fiir adhédrente Zellen sieht wie folgt aus:

1x10° Zellen wurden pro Silikonkammer eingesit. Diese Aussaatdichte erreichte nach 28h
eine 50%ige Konfluenz und die Zellkulturen wurden nun einer 24stiindigen mechanischen
Dehnung ausgesetzt. Wihrend der letzten 90min der Streckungsdauer wurde das
Zellkulturmedium gegen eine ausreichende Menge BrdU-Markierungsmedium ausgetauscht.
Danach wurde das Markierungsmedium entfernt und dreimal mit Waschpuffer gespiilt. Die
Zellen wurden nun in 70% Ethanol (in 50mM Glycin-Puffer, pH 2) mindestens 20min bei —
20°C fixiert und wiederum dreimal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die
Praparate mit ausreichend Anti-BrdUArbeitslosung iiberschichtet, 30min bei 37°C inkubiert
und dreimal mit Waschpuffer behandelt. Sodann wurde ausreichend Anti-Maus-Ig-AP
Arbeitslosung zugegeben, 30min bei 37°C inkubiert und wiederum dreimal gewaschen. Die
Zellen wurden sodann mit ausreichend frisch hergestellter Farbsubstratlosung iiberschichtet
und 15-30min bei RT inkubiert. Die Farbsubstratlosung wurde abgesaugt, die Zellen dreimal
gewaschen und eine Kernfarbung mit dem Hochst-Farbstoff Bisbenzimid durchgefiihrt. Nach
Entfernung des Bisbebzimids wurden die Préparate eingedeckt und unter dem Lichtmikroskop
ausgewertet. Dazu wurden sowohl die Gesamtzellzahlen (Hochstfarbung) als auch die Zahlen

der BrdU-positiven Zellen ermittelt und die Werte in Prozent umgerechnet.
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2.2.8. Blockierung der Oberflichenrezeptoren: p1-Integrine, E-Cadherine und EGF-
Rezeptoren

Durch die Blockierung der PB1-Integrine, E-Cadherine und EGF-Rezeptoren wurde die
Bedeutung dieser Oberflichenrezeptoren bei der Signaltransduktion nach mechanischer
Streckung untersucht. Zur Blockierung der B1-Integrine und E-Cadherine wurden die Zellen
unter serumfreien Bedingungen mit den entsprechenden Antikorpern fiir 24h inkubiert.
Hierzu wurden 30pg/ml des P1-Integrin-funktionsblockierenden Antikorpers oder 20pg/ml
des E-Cadherin-funktionsblockierenden Antikorpers den Zellkulturen beigegeben. Die
Inhibition des EGF-Rezeptors erfolgte mittels der hoch spezifischen Substanz AG1478; eine
teilweise Blockierung ist hier schon nach Zugabe von 5nM AG1478 fiir 30min erreicht. Die
funktionsblockierenden Effekte wurden sowohl mit der Western Blot Technik als auch am

Konfokalen Laserscan Mikroskop untersucht.
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2.2.9. Gelelektrophorese und Western Blot
2.2.9.1. Abarbeitung der Proben fiir die Gelelektrophorese

Zur Detektion der Aktivierung von ERK1/2 und des EGF-Rezeptors wurden die HaCaT-
Zellen in einer Zelldichte von 2x10° in Silikonkammern gesit. Nach 24h wurde das Medium
gegen serumfreies Medium ohne oder mit funktionsblockierenden Antikérpern ersetzt. Nach

weiteren 24h wurden die Zellen gestreckt und anschlieBend die Proteine extrahiert.

ERK 172

Zur Uberpriifung der Aktivierung von ERK1/2 wurden die Zellen nach zweimaligem
Waschen mit eiskaltem PBS zum Stoppen der Stimulierung direkt in 50ul SDS-Probenpuffer
(187,5mM Tris-HCL (pH6,8), 6%Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS), 30% Glycerol, 150mM
Dithiothreitol (DTT), 0,3% Bromphenolblau) aufgenommen. Um die Viskositit der
Fliissigkeit zu verringern, wurden die Proben mit Ultraschall (3x10sec) behandelt. Dadurch
kam es zu einer Zerkleinerung des DNA-Stranges. Damit die Reagenzien SDS und DTT bei
der Denaturierung der Proteine ihre volle Wirkung entfalten konnten, wurde die Sample-

Buffer-Losung noch Smin auf 95°C erhitzt.

EGF-Rezeptor

Zum Nachweis des phosphorylierten RGF-R sowie des Gesamtgehalts des EGF-R wurden
Proteinrohextrakte hergestellt. Hierzu wurden die Zellen zuerst zweimal mit kaltem PBS
gewaschen und sodann in 50ul eiskaltem Lysispuffer (10mM Tris, 100mM NaCl, 1mM
EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton X-100, 10% Glycerol, 0,1% SDS, 0,5% Deoxychylate,
2mMNatrium-Vanadate, ImM PMSF, Protease Inhibitor Coctail: Aprotinin, Antipain, DTT,
Leupeptin, Pepstatin) aufgenommen. Das Lysat wurde 30min auf Eis gestellt, in dieser Zeit
dreimal gevortext und danach abzentrifugiert (10min, 4°C, 14000UpM). Die
Proteinkonzentration des Uberstandes wurde bestimmt, gegen bovines Serumalbumin
standardisiert und die Proteinproben mit SDS-Probenpuffer versetzt. Auch hier wurden die

Proben nachfolgend 5Smin gekocht (95°C).
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2.2.9.2. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Elektrophorese ist die Wanderung geladener Teilchen in einem elektrischen Feld.
Unterschiedliche Ladung und GroBe der Teilchen bewirkt eine wunterschiedliche
elektrophoretische Beweglichkeit. Ein Substanzgemisch wird dabei in einzelne Zonen
aufgetrennt. Elektrophoretische Trennungen kann man in verschiedenen Medien durchfiihren,
z.B. in einer stabilisierenden Matrix wie einem Polyacrylamid-Gel (Abb. 2.10) (Lottspeich,
1998).

Auﬂ:pringerj dsj-r Prope auf
dies Gel mit ciner Tibets Abb. 2.11 Apparative Anordnung
Kathode einer SDS-Polyacrylamid
Kunststoffbehalte yacty
© p ! -Gelelektrophorese;  aus
Alberts, Molekularbiologie
der Zelle, 1995.

Puffer

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird eine inerte Matrix aus
stark vernetztem Polyacrylamid-Gel aufgebaut, durch welches die Proteine wandern. Das Gel
wird kurz vor Gebrauch durch Polymerisation aus Monomeren hergestellt. Dabei kann die
Porengrofle des Gels durch die eingesetzte Menge an Acrylamid/Methylenbisacrylamid so
eingestellt werden, dass entweder kleine Proteine, z.B. ERK1/2 (12%iges Gel), oder grofle
Proteine, z.B. der EGF-Rezeptor (6%iges Gel), detektiert werden.

Die SDS-Page ist ein diskontinuierliches Gel, das sich aus zwei unterschiedlich stark
vernetzten Gelen zusammensetzt, dem Sammelgel und dem Trenngel. Das Sammelgel enthélt
nur eine geringe Menge an Acrylamid, die in allen SDS-PAGE Ansidtzen gleich ist. Das
Sammelgel dient dazu, die Proteinbanden an der Grenzfliche zwischen Sammel- und
Trenngel zu sammeln, um einen gleichzeitigen Ubergang der Proben in das Trenngel zu
gewihrleisten. Im Trenngel findet die Proteinauftrennung statt und hierfiir verfligt es tliber

eine jeweils den gesuchten Proteinen angepasste spezielle Acrylamid-Konzentration.
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Die Proteine selbst befinden sich im Probenpuffer. Diese Losung enthilt das stark negativ
geladene Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS). Das SDS bindet an hydrophobe Regionen
der Proteine, wodurch sich diese zu gestreckten Polypeptidketten entfalten. Durch die
Streckung werden einzelnen Proteinmolekiile aus ihrer Assoziation mit anderen Proteinen und
Lipiden entlassen und dadurch frei losbar in der Detergenz-Losung. Durchschnittlich bindet
alle zwei Aminoséurereste ein SDS-Molekiil. Das an ein Protein gebundene SDS und somit
die negative Ladung ist proportional zur Masse des Proteins, d.h. je groBer ein Protein, desto
mehr SDS-Molekiile bindet es, desto grofler ist die negative Ladung. Die eigene Ladung des
Proteins wird dabei vernachldssigbar (Abb. 2.11) (verdndert nach Alberts, Molekularbiologie
der Zell, 1995).

Der Probenpuffer enthélt neben SDS noch andere Substanzen: Dithiotreitol (DTT) reduziert
die Disulfidbriicken zwischen den schwefelhaltigen Aminosduren Methionin und Cystein.
Tris/HCL dient der Aufrechterhaltung des pH-Wertes. Bromphenolblau farbt die Lauffront
und Glycerol erhoht die Dichte der Proben.

Jeweils 30ul Gesamtprotein wurden auf den SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die
Proben wurden vor dem Beladen nochmals gevortext und zentrifugiert (5Smin, 4°C,

14000UPM).

Protein mit i ; :
Unter;?nilgitr:r:, A B, Abb. 2.12 Einzelne Polypeptidketten
verkniipft durch eine Protein mit komplexieren mit dem negativen
Disulfidbriicke einer Untereinheit

geladenen SDS und wandern als

£ . g negativ geladene SDS-
S-S Proteinkomplexe durch das pordse
Polyacrylamid-Gel;  aus  Alberts,
Molekularbiologie der Zell, 1995.
| |
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Materialien fiir die SDS-PAGE

Tab. 2.1. Losungen fiir die SDS-PAGE

Fertige Losung Zusammensetzung

5x Leammli Running Buffer 25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1% SDS

4x Tris / HCL / SDS pH 6,8 0,5 M Tris
0,4% SDS
5 N HCL

4x Tris / HCL / SDS pH 8,8 0,5 M Tris
0,4% SDS
5N HCL

TEMED (N,N,N’, N'- Tetrametylendiamin)

APS (Ammoniumperoxidsulfat)

Acrylamid/Disacrylamid

Tab. 2.2. Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel (Volumenangabe fiir zwei Gele)

6%iges Gel 12iges Gel Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid 3,0 ml 6,0 ml 1,3 ml
4x Tris / HCL / SDS / pH 8,8 3,75 ml 3,75 ml /
4x Tris / HCL / SDS / pH 6,8 / / 2,5 ml
Aqua ad injectabilia 8,25 5,25 ml 6,1 ml
TEMED 10ul 10ul 10ul
10% APS 100ul 100ul 100ul

Weiterhin wird bendétigt:
Gel Casting System Joey' "

Pengiun™

Glasplatten, Spacer und Kiéimme

Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range
Prestained SDS-PAGE Standards, High Range




2.2.9.3. Western Blot

Western Blotting ist ein Verfahren, mit dem die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus
der Polyacrylamidmatrix unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes auf eine Polyvinyliden-
Difluorid-(PVDF)-Membran transferiert und immobilisiert werden. Mit dieser Technik lassen
sich Proteine mit spezifischen Bindungseigenschaften z.B. iiber Antikorper direkt auf der
Membran nachweisen.

Beim Tankblotting werden Gel und Membran zwischen Schwamme und Filterpapier gelegt
und in eine Gitterkassette eingeklemmt. Die gepackten Kassetten werden senkrecht in den
Puffertank geschoben (Abb. 2.12. und Tabelle 3) und 45-60min eine konstante Spannung von
50V angelegt. Wiahrend des Transfers nimmt der Ohmsche Widerstand kontinuierlich zu,
weswegen eine effiziente Kiihlung notwendig ist. Dies wird durch einen vertikalen

Kiihleinsatz erreicht (verdndert nach Lottspeich,1998).

Abb. 2.13 Standardapparatur fiir das

Kathode Tankblotting: Die
Anode maanderformig verlaufenden
; Elektrodendrihte sind in der
hinteren Wand angebracht.
Gitter Das Gel und die Membran
Schwamm werden  zwischen  Filter-
Filterpapier papier, Schwiamme und Gitter
Membran eingeklemmt; Lottspeich,
Gel Bioanalytik, 1998.
Filterpapier
Schwamm
Gitter

Tab. 2.3. Sandwich-Verfahren beim Western Blot: Oben befindet sich die Kathode und unten

die Anode
Abfolge der einzelnen Lagen Vorinkubation in:
Schwamm Transfer-Puffer
Filterpapier Transfer-Puffer
PVDF-Membran Methanol + Transfer-Puffer

Gel Transfer-Puffer
Filterpapier Transfer-Puffer
Schwamm Transfer-Puffer
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Durch das Elektoplotting werden die Proteine aus der Polyacrylamidmatrix iiber das
senkrecht zum Gel angelegte elektrische Feld eluiert und auf die Membran transferiert. Dabei
bleibt die lokale Auflosung der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Die Elution der
Proteine aus dem Gel erfolgt mit Hilfe des an die Proteine direkt gebundenen SDS und durch
freies SDS in der Gelmatrix. Wéhrend des Blottvorgangs kommt es zu folgendem Effekt, der
durch den Zusatz von Methanol verstirkt wird: Die Wechselwirkung zwischen Protein- und
SDS-Molekiilen wird verringert, und die Adsorption der Proteine an die hydrophobe
Membranoberfliche begiinstigt. Bei diesem Effekt und somit auch bei der Transfereffizienz
spielen auch Eigenschaften der Proteine eine Rolle: Erstens hingt die
Wanderungsgeschwindigkeit vom Molekulargewicht der Proteine ab. Zweitens wird die
Stiarke der Wechselwirkung von Proteinen mit dem SDS, der Polyacrylamidmatrix oder der
Membranoberfliche durch die Aminosdurezusammensetzung der Proteine beeinflusst.
Weiterhin miissen fiir eine hohe Transfereffizienz Parameter wie Ionenstirke, pH-Wert des
Transferpuffers und Additive wie Methanol, die Proteinkonzentration und die Vernetzung des

Gels berticksichtigt werden (verdndert nach Lottspeich,1998).

Nach erfolgtem Transfer wurde die Gitterkassette auseinandergebaut und die Membranen fiir
1h bei RT in Blockierungspuffer - 5% Trockenmilch bei ERK1/2 bzw. 5% BSA bei EGF-R —
gelegt und leicht geriittelt. Dadurch werden die unspezifischen Bindungen der Proteine
abgesittigt.
Um die gewiinschten Proteine sichtbar zu machen wurde wie folgt verfahren:
Die spezifischen Erstantikdrper wurden in dem jeweiligen Blockierungspuffer auf die
Membranen gegeben und iiber Nacht bei 4°C in stdndiger Bewegung gehalten.

a. Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2 phospho) # Verdiinnung = 1:5000

b. P44/42 MAPK (ERK1/2 gesamt) * Verdiinnung = 1:2000
c. EGF-Receptor activated * Verdiinnung = 1:1000
d. EGF-Receptor * Verdiinnung = 1:2000

AnschlieBend wurden die Membranen dreimal Smin mit TBST gewaschen, die gebundenen
Erstantikdrper mit einem anti-mouse bzw. anti-rabbit IgG-horseradish Peroxidase-
konjugierten Zweitantikdrper (1:2000 in dem jeweiligen Blockierungspuffer) markiert (1h,
RT, Bewegung) und erneut dreimal 5min mit TBST gewaschen. Zuletzt wurden die Signale

mittels Chemilumineszenz auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht.
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Materialien fiir den Western Blot

Tab. 2.4 Losungen fiir den Western Blot

Fertige Losungen Zusammensetzung
Towbin Blotting Buffer 25 mM Tris
PH 8,3 192 mM Glycin
10% Methanol
10x TBS 200mM Tris
PH 7,6 1,4M NacCl
5N HCL
TBS-T 1x TBS
0,1% Tween 20 (polyoxyethylensorbitanmonalaureat)
Blocking Buffer TBS-T

5% BSA oder 5% Milchpulver

Weiterhin wird bendétigt:

Mini Trans Blot® Cell

Power Pac 200

Immobilin™-P (Transfer Membran)
Lumi-Glo Reagent

Hyperfilm ECL
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3. Ergebnisse

3.1. Beeinflussung der Verteilung von p1-Integrinen auf der Zelloberfliche durch
mechanische Streckung

Um festzustellen, ob eine mechanische Dehnung Auswirkungen auf die Verteilung von P1-
Integrinen auf der Zelloberfliche hat, wurden von gestreckten — und ungestreckten Zellen am
CLSM Bildserien aufgenommen. Hierzu erfolgte die Aussaat der Zellen in einer Dichte von
1x10°%/Silikonkammer. Nach 24h Anheftungszeit wurde 15min gestreckt, fixiert +
permeabilisiert und mit einem mAb gegen B1-Integrine gefarbt (Abb. 3.1).

Im Vergleich der drei Schnittebenen - basal, medial, apikal - ist zu erkennen, dass die B1-
Integrine iiber die gesamte Zelloberflache verteilt sind. Als Antwort auf die Streckung kommt
es zu einer Umverteilung der B1-Integrine: Sie wandern vermehrt auf die basale Seite der

Zelle und akkumulieren hier zu groBeren Komplexen (= Cluster).

BASALE MEDIALE APIKALE
EBENE EBENE EBENE

KONTROLLE

STRECKUNG

Abb. 3.1 Verteilung von p1-Integrinen auf der Membran

Die erste Spalte stellt die basale Ebene der Zellen dar, die zweite Spalte eine mediale Ebene und die
dritte Spalte die apikale Ebene. Die obere Zeile zeigt zwei Kontrollzellen. Die untere Zeile ist
beispielhaft fiir Zellen nach mechanischer Reizung; es ist deutlich die Bildung von B1-Integrin-
Clustern (sieche Pfeile) zu erkennen.
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3.2. Beeinflussung der p1-Integrin-Menge auf der Zelloberfliiche durch mechanische
Streckung

Zur Uberpriifung, ob es neben der Clusterung von B1-Integrine in Adhisionsstellen auch zu
einer mengenméifBigen Zunahme dieser Integrine auf der Zellmembran kommt, wurden die
Zellen in einer Dichte von 2x10%/Silikonkammer eingesit, nach 24h Anheftungszeit fiir die
angegebenen Zeiten (Abb. 3.2) gestreckt, in Suspension gebracht, fixiert, mit einem FITC-
konjugierten Antikorper gegen Pl-Integrine gefdarbt und die Fluoreszenzintensitit am Flow
Zytometer gemessen.

nteressanterweise nimmt die Bl-Integrin-Menge auf der Zelloberfliche durch die
mechanische Stimulierung nicht zu: Im Vergleich der Kontroll- mit den gestreckten Zellen,
unter Bertiicksichtigung der unterschiedlichen Streckzeiten, bleibt die B1-Integrin-Menge zu

allen Bedingungen mit nahezu 100% konstant.

110

100 = o = — T -

90 -

80 -

70 +

60 -

R1-positive Zellen in %

30 A

20 A

10

Omin 15min  30min 60min 2h 4h 24h 48h
Zeit

Abb. 3.2 Bl-Integrin-Menge auf der Zelloberfliche

Die schwarzen Balken reprédsentieren die Kontrollkulturen, die grauen Balken die gestreckten
Kulturen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen ergeben sich aus sechs parallelen,
unabhéngigen Kulturen (n=3). Unter allen Bedingungen ist die f1-Integrin-Menge unbeeinflusst.
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3.3 Quantitative Analyse der Bildung von Fokalkontakte

Zur quantitativen Analyse der Bildung von B1-Integrin-Komplexen wurde der Prozentsatz der
Zellen mit einer deutlichen B1-Integrin-Clusterung (sieche Material+Methoden) ermittelt. Die
Quantifizierung dieser Zellen wurde nach der CLSM-Untersuchung vorgenommen, d.h. zur
Auswertung wurden dieselben Préparate herangezogen. Die Aussaatdichte in den
Silikonkammern betrug 1x10°. Nach 24-stiindiger Anheftungszeit wurden die Kulturen
gestreckt, fixiert + permeabilisiert, mit anti-B1 mAb gefdarbt, am Fluoreszenz-Mikroskop
ausgezahlt und die Werte auf jeweils 100 Zellen bezogen (Abb. 3.3).

Schon nach flinfminiitiger Streckung zeigt sich eine Verdreifachung der B1-Integrin-Cluster
(17,2%) gegeniiber den Kontrollpridparaten (5,6%). Der Wert bleibt nach 15min Streckung

mit 17,16% konstant und nimmt nach 30min (15,5%) wieder leicht ab.

Zellen mit B1-Integrin-Clustern in %
o
|

Kontrolle Streckung Streckung Streckung
5min 15min 30min

Abb. 3.3 Quantifizierung der p1-Clusterung

Der erste Balken stellt die Kontrollpopulationen dar, die Balken 2-4 die Zellpopulationen nach 5, 15
und 30min Streckung. Die Bild-Beispiele {iber den Balken verdeutlichen, welche Zellen fiir die
Auswertung herangezogen wurden. Die Mittelwerte und Standardabweichungen errechnen sich aus
drei parallelen, unabhingigen Préparaten (n=3). Ein signifikanter (p<0,001) Anstieg der f1-Integrin-
Cluster in den gestreckten Kulturen gegeniiber den Kontrollkulturen ist bereits nach Smin zu sehen.
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3.4. Adhasionseigenschaften gestreckter HaCaT-Zellen

In Anbetracht der bisherigen Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass es durch die

vermehrte Bildung von B1-Integrin-Komplexen zu einer erhdhten Adhédsion der mechanisch

stimulierten Zellen kommt. Um diese Hypothese zu bestéitigen, wurden Experimentserien

durchgefiihrt, wobei die Aussaat der Zellen in einer Dichte von jeweils 2x10° /Silikonkammer

erfolgte. Die Anzahl der angehefteten Zellen wurde mittels eines Adhisions-Assays (siehe

Material+Methoden) bestimmt.

3.4.1. Vorversuche

Im Vorfeld dieser Experimenten-Reihe waren noch mehrere Fragen zu kliren:

1)

2)

3)

4)

Die optimale Konzentration der adhésionsvermittelnden Molekiile Fibronektin,
Kollegen Typl und Laminin war zu ermitteln: Bei allen drei Matrix-Proteinen ist
eine maximale Adhisionsrate bei 5pg/cm? erreicht (Abb. 3.4).

Zweitens wurde die optimale Zeit fiir den adhésionsfordernden Dehnungsreiz
bestimmt. Hierzu wurden die HaCaT-Zellen in Silikonkammern 5min, 15min oder
30min gestreckt, geerntet und wieder ausgesédt. — Alle drei Streckzeiten haben auf
die Adhision eine dhnliche Wirkung: Nach 90- und 120min Anheftungsdauer in den
Multischalen verdoppelt sich die Adhéasionsrate der vorgestreckten Zellen
gegeniiber den Kontrollzellen (Abb. 3.5). Bei allen folgenden Testansédtzen wurden
die Kulturen jeweils 30min gestreckt.

In Testreihen wurde die optimale Einsatzkonzentration des adhdsionsblockierenden
Antikorpers gegen die B1-Integrin-Untereinheiten bestimmt. — Eine wirkungsvolle
Adhisions- Blockierung ist bei 30pg/ml gewihrleistet.

Der fiir die Zugabe des Antikdrpers optimale Zeitpunkt war zu bestimmen:
Entweder direkt bei der Aussaat oder nach der Anheftungszeit der Zellen. — Eine
direkte Zugabe bei der Aussaat beeintrichtigt das erhohte Adhésionspotential
vorgestreckter HaCaT-Zellen nicht; erwartet wurde eine Verminderung der
Adhédsion bei der Wiederaussaat in Multischalen der mit dem Antikdrper
behandelten Kulturen. Eine Zugabe nach der Anheftungszeit war bei der

Adhisionsinhibierung erfolgreicher und wurde somit fiir die Experimente gewihlt.
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Abb. 3.4 Konzentrationsreihen von Fibronektin, Kollagen und Laminin

Fiir jedes Matrix-Protein wurde folgende Konzentrationsreihe getestet: 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5, 10
pg/cm’. Hierzu wurden die Silikonkammern mit den entsprechenden Konzentrationen der Matrix-
Proteine beschichtet und jeweils 1x10° Zellen pro Kammer eingesit. Nach einer Anheftungszeit von
einer Stunde wurden die Zellen zweimal mit PBS™ gewaschen und die Hochst-Féarbung direkt in den
Silikonkammern durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen mit 0,1%igem SDS lysiert und die Zellzahl
der angehefteten Zellen anhand der mitgefiihrten Standardkurve photometrisch bestimmt. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus drei parallelen, unabhidngigen Kulturen
(n=2).
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Abb. 3. 5 Kinetik des Adhisionsverhaltens bei unterschiedlichen Streckungszeiten

Jeder Punkt steht flir die Mittelwerte und Standardabweichungen von sechs parallelen, unabhéngigen
Kulturen (n=3).

Im Signifikanztest wurden die jeweiligen Streckzeiten gegen die Kontrolle verglichen:* = p<0,1
(niedrig signifikant), ** = p<0,01 (hoch signifikant), *** = p<0,001 (hochst signifikant)

Alle Streckzeiten (5, 15, 30min) fithren bereits nach 60-90min zu einem deutlichen Anstieg der
Adhisionsrate und enden nach 120min in einer anndhernden Verdopplung der adhérierten Zellen.
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3.4.2. Morphologie der Zellen wihrend des Adhisionsversuchs

Abbildung 3.6 stellt ein Beispiel fiir die Morphologie der Zellen wihrend des Anheftungs-
und Adhésionsprozesses dar. Abgerundete Zellen, die nach 15min und 30min Anheftungszeit
ausschlieBlich angetroffen werden, sind angeheftet aber noch nicht adhériert. Nach 45min
sicht man neben den abgerundeten Zellen bereits einige Zellen, die sich auf der Matrix
auszubreiten beginnen, diese Zellen sind adhiriert. Das Verhéltnis von angehefteten zu
adhdrierten Zellen verschiebt sich mit zunehmender Anheftungszeit zu Gunsten der

adhérierten Zellen. Nach 90min sind nur noch wenige, nicht adhériert Zellen vorhanden.

15min Anheftungszeit 30min Anheftungszeit 45m|n Anheftungszelt

Abb. 3.6 Morphologie der Zellen wiihrend des Adhiisionsprozesses

Die Zellen wurden zuerst in Silikonkammern gestreckt, geerntet, in Multischalen wiederausgesét und
die Kulturen fiir die angegeben Zeiten ruhen lassen. Danach wurde zweimal mit PBS gewaschen, um
die losen Zellen zu entfernen. Dabei wurden nur angeheftete Zellen leichter ausgewaschen als
adhérierte Zellen, was die Zunahme der Adhésionsrate in den nachfolgenden Grafiken erklart. Die
Morphologie der Zellen wurde mittels eines Fotoapparates festgehalten.
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3.4.3. Adhisionseigenschaften gestreckter HaCaTs auf verschieden Matrices

Die Betrachtung der Ergebnisse verdeutlicht, dass es erwartungsgeméil zu einer gesteigerten

Adhidsion kommt und dass diese auf verschiedenen Matrices unterschiedlich ausfallt (Abb.

3.7 A-D):

1.

Grafik A zeigt eine signifikant erhohte Adhésionsrate der gestreckten Zellen
gegeniiber den Kontrollzellen auf einer Arginin+Serum-Beschichtung. Ein deutlicher
Unterschied in der Adhisionsrate ist nach 60min zu sehen. Ab diesem Zeitpunkt
verzeichnen die Kontrollkulturen nur eine geringe Steigerung der Adhésionsrate.
Dagegen nimmt die Adhédsionsrate der gestreckten Kulturen enorm zu und erreicht
erst nach 90min mit 75% eine Sittigung (P<0,001).

In der Abbildung B ist das Adhésionsverhalten auf Fibronektin dargestellt. Auf dieser
Matrix scheinen die gestreckten Zellen schneller zu adhérieren als die Kontrollzellen,
da in dem Abschnitt zwischen 30-60min die gestreckten Zellen eine signifikant
hohere Adhésionsrate aufweisen als die Kontrollzellen (P<0,01). Nach 90min haben
aber beide Population die gleiche Adhésionsrate von 85% erreicht.

Grafik C zeigt das Adhésionsverhalten auf Kollagen. Hier adhérieren bis zu einem
Zeitpunkt von 45min gleich viele Zellen der Kontroll- und gestreckten Populationen.
Danach haben die Kontrollkulturen mit 65% Adhésionsrate bereits ihre Sittigung
erlangt, wohingegen die gestreckten Kulturen erst nach 60min mit 90% Adhésionsrate
die Séttigung erreichen (P<0,01).

Im Gegensatz dazu ist auf Laminin kein Unterschied in der Adhésionsrate zwischen
den Kontroll- und gestreckten Zellen zu beobachten (Abb. D). Beide Kurven
verlaufen parallel und gehen nach 60min mit 60% Adhésionsrate in den

Sattigungsbereich iiber.
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Abb. 3.7 Adhasionsverhalten auf unterschiedlichen Matrices

Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus jeweils drei parallelen, voneinander
unabhéngigen Testansétzen ermittelt (n=06).
Signifikanzen (p) jeweils Streckung gegen Kontrolle: * = p<0,1 (niedrig signifikant), ** = p<0,01
(hoch signifikant), *** = p<0,001 (hdchst signifikant)
A) Arginint+Serum
B) Fibronektin

C) Kollagen

D) Laminin

Auf den Matrices Arginin+Serum, Fibronektin und Kollagen konnte durch eine mechanische
Streckung der Zellen eine Steigerung der Adhésionsrate erzielt werden.
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3.4.4. Nahere Betrachtung der Arginin+Serum-Beschichtung

Im Anschluss an die obige Experimenten-Serie wurde untersucht, welche Komponente in der
Arginint+Serum-Beschichtung fiir die stark erhéhte Adhésion verantwortlich ist. Dazu wurde
der Versuch entweder auf Arginin oder Serum wiederholt (Abb. 3.8 B+C). Dabei zeigte sich,
dass die Einzelkomponenten im Vergleich mit der Arginin+Serum-Beschichtung keinen
Einfluss auf die Adhédsionsrate der Zellen haben. Die Daten der Kontroll- und gestreckten
Zellen lassen erst nach 90min eine leicht vermehrte Adhésion beider Populationen erkennen.
Weiterhin wurde den Hinweisen nachgegangen, dass Serumalbumine fiir den
adhésionssteigernden Effekt mitverantwortlich sein konnten. Fiir dieses Experiment wurde
eine Arginin+tBSA-Beschichtung gewéhlt (Abb. 3.8 D). Tatsdchlich konnte erneut eine
ebenso starke Steigerung der Adhidsionsrate verzeichnet werden wie auf der Arginin+Serum-
Beschichtung (Abb. 3.8 A). Bereits nach 45min haben sowohl die Kontroll- als auch die
gestreckten Populationen ihren Sattigungsbereich erreicht, wobei die gestreckten Kulturen mit

90% eine doppelt so hohe Adhésionsrate aufweisen als die Kontrollkulturen mit 45%

(p<0,001).

3.4.5. Adhisionsverhalten nach Behandlung mit einem funtionsblockierenden
Antikorper gegen B1-Integrine

Da ein besonderes Interesse den PBl-Integrinen zukommt, sollte im letzten Adhésions-
experiment nachgewiesen werden, dass diese Oberflichenrezeptoren tatsdchlich an der
Zunahme der Adhisionsstirke beteiligt sind, was schon anhand den CLSM-Bildern
angedeutet wird. Hierzu wurden die Zellkulturen vor der Durchfithrung des Adhésions-Assay
24h mit einem funktionsblockierenden Antikorper gegen P1-Integrine inkubiert. Dieser
Versuch lieferte die erwarteten Ergebnisse: Die Kulturen, die mit dem Antikdrper
vorbehandelt wurden, wiesen eine stark verminderte Adhésionsrate auf. Nach 120min wurden
folgende Werte erlangt (abnehmende Reihenfolge): Gestreckte Kulturen ohne f1-Blockierung
(62,9%) > Gestreckte Kulturen mit B1-Blockierung (40,3%) > Kontrollkulturen ohne p1-
Blockierung (37,8%) > Kontrollkulturen mit p1-Blockierung (33,5%). Somit konnte eine
Beteiligung von PBl-Integrinen an dem Prozess der Adhésionssteigerung durch mechanische

Dehnung bestétigt werden (Abb. 3.9).
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Abb. 3.8 Adhisionsverhalten auf unterschiedlichen Matrices

Die Mittelwerte und Standardabweichungen errechnen sich jeweils aus drei parallelen, unabhidngigen
Kulturen (n=5).
Signifikanzen (p) jeweils Streckung gegen Kontrolle: * = p<0,1 (niedrig signifikant), ** = p<0,01

(hoch signifikant), *** = p<0,001 (hochst signifikant)

A) Arginint+Serum
B) Serum

C) Arginin

D) ArginintBSA

Ein Vergleich der angefiihrten Beschichtungen zeigt, dass bestimmte Serumbestandteile in
Kombination mit Arginin fiir die Steigerung der Adhésionsrate mitverantwortlich zu sein scheinen.
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Abb. 3.9 Einfluss der f1-Integrine auf das Adhésionsverhalten

Die Mittelwerte und Standardabweichungen ergeben sich wiederum aus drei parallelen, unabhingigen
Kulturen (n=3). Signifikanzen (p) / ohne B1-Antikorper (-) / mit f1-Antikorper (+):

Streckung - gegen Kontrolle - : 30min > p=0,5 / 60min > p=1 / 90min > p=0,01 / 120min > p=0,001
Streckung - gegen Streckung + : 30min > p=0,5 / 60min > p=1 / 90min > p=0,01 / 120min > p=0,001
Kontrolle - gegen Kontrolle + : 30min > p=0,5 / 60min > p=0,5 / 90min > p=0,1 / 120min > p=0,05
Die mit dem funktionsblockierenden anti- B1-Integrin Antikérper vorbehandelten Kulturen weisen
eine niedrigere Adhésionsrate auf als die Kontrollkulturen. Dies spricht fiir eine Beteiligung von B1-
Integrinen an dem mechanisch stimulierten Adhésionsprozess.
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3.5. Steigerung der Proliferationsrate gestreckter HaCaT-Zellen

Literaturstellen (Wilso et al., 1995, Yano et al., 2004) belegen, dass eine mechanische
Stimulierung von Zellen die Proliferation erhoht. Um zu priifen, ob dies auch bei einer
Dehnung der Zellen so ist, wurden die Zellen in einer Dichte von 1x10° in Silikonkammern
ausgesidt und nach einer 28-stiindigen Ruhephase die BrdU-Inkorporationrate (=S-
Phasenanteil) ermittelt. Die Zellkulturen wurden hierzu einer Doppelfarbung mit einem anti-
BrdU-Antikorper und Bisbenzimid (Hochst-Farbung) unterzogen und anschlieBend sowohl
die Gesamtzellzahl als auch die Zahl der BrdU-positiven Zellen am Lichtmikroskop
ausgezéhlt und in Prozent umgerechnet.

Die Wirkung der mechanischen Stimulierung auf die Zellproliferation einer konfluenten —
und einer subkonfluenten Kultur ist in Abbildung 3.10 zu sehen. Die blauen Zellkerne sind
einzig mit Bisbenzimid geférbt, die violetten Zellkerne haben zusitzlich BrdU inkorporiert.
Unter beiden Bedingungen (konfluent und subkonfluent) ist in den gestreckten Zellkulturen
eine Zunahme der in der S-Phase befindlichen Zellen zu beobachten, die in den

subkonfluenten Populationen erwartungsgemal starker ausfallt.

Konfluent Subkonfluent

Kontroll-
Kulturen

Gestreckte
Kulturen

Abb. 3.10 BrdU-Einbaurate unter mechanischer Stimulierung

Doppelfarbung von Zellkulturen mit anti-BrdU und Bisbenzimid. Zeile 1 zeigt Kontrollzellen, Zeile 2
gestreckte Zellen. In Spaltel ist eine konfluente und in Spalte2 eine subkonfluente Kultur dargestellt.
Die Bilder lassen die proliferationsfordernde Wirkung der Streckung erkennen.
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3.5.1. Proliferations-Kinetik gestreckter HaCaTs

Die Versuche, deren Ergebnisse in Abbildung 3.11 dargestellt sind, beschreiben die
Auswirkung von Einzelstreckungen verschiedener Zeitraume (12h,14h, 16h, 18h, 20h, 22h,
24h) in Bezug auf das Proliferationsverhalten. In allen untersuchten Kulturen kam es zu einer
mehr oder weniger starken Steigerung der Proliferationsrate der gestreckten Zellen gegeniiber
den Kontrollzellen. Dariiber hinaus ist zu sehen, dass die Proliferationsrate der gestreckten
Zellen oszilliert, wobei beginnend bei 12h alle 6h ein Proliferationshéhepunkt erreicht wird.
Diese Oszillation der Proliferationsrate ist in den Kontrollkulturen nicht zu beobachten.
AuBerdem nimmt die Proliferationsrate sowohl der Kontroll- als auch der gestreckten Zellen

in jeder ,,Zellteilungsrunde leicht zu.

18 - o] *i

iy -
12

Anzahl der in der S-Phase befindlichjen Zellen in %

12h 14h 16h 18h 20h 22h 24h

Streckungsdauer

Abb. 3.11 Proliferations-Kinetik

Die schwarzen Balken repréisentieren die Kontrollkulturen, die grauen Balken die gestreckten
Kulturen. Jeder Balken beinhaltet die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen
Ansitzen (n=2).

Signifikanzen ( p) jeweils Streckung gegen Kontrolle: * = p<0,1 (niedrig signifikant), ** = p<0,01
(hoch signifikant), *** = p<0,001 (hochst signifikant).

Die Proliferationsrate der gestreckten Zellen ist gegeniiber den Kontrollzellen erhoht.
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3.5.2. Proliferationsverhalten auf unterschiedlichen Matrices

Mit diesen Experimenten sollte eine Abhdngigkeit der Proliferationsrate von den Matrices —
Arginin+Serum, Fibronektin , Kollagen - nachgewiesen werden.

Die Resultate sind mit den Ergebnissen der Adhésionsstudien vergleichbar: Die hochste
Proliferationsrate allgemein und die grofite Steigerung der Proliferationsrate der gestreckten
Zellen gegeniiber den Kontrollzellen wurde auf der Arginin+Serum-Beschichtung erzielt
(Abb. 3.12). Auf Fibronektin und Kollagen fiel die Proliferationsrate geringer aus. Auch der

proliferationsfordernde Effekt der Streckung ist auf beiden Matrices weniger ausgepragt.

38 1| I KR
36 [ sTrR

34 A i

26 A *{

Anzahl der in der S-Phase befindlichen Zellen in %
N
o

I I I
Arginin Fibronektin Kollagen
+Serum

Matrices

Abb. 3.12 Proliferationsverhalten auf verschieden Matrices

Die schwarzen Balken repréasentieren wiederum die Kontrollzellen, die grauen Balken die gestreckten
Zellen. Jeder Balken zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhingigen
Testansétzen (n=2).

Signifikanzen ( p) jeweils Streckung gegen Kontrolle: * = p<0,1 (niedrig signifikant), ** = p<0,01
(hoch signifikant), *** = p<0,001 (hdchst signifikant).

Wie die Adhésion ist auch die Proliferation matrixabhingig, wobei die gro3te Proliferationssteigerung
der gestreckten Zellen auf einer Arginin+Serum-Beschichtung erzielt wurde.
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3.6. Riumliche Kolokalisation von B1-Integrinen bzw. E-Cadherine mit EGF-
Rezeptoren

3.6.1. p1-Integrine und EGF-Rezeptoren

Integrine konnen unter bestimmten Bedingungen mit dem EGF-Rezeptor zusammen-
arbeiten. Die Hypothese war, dass dies auch bei mechanischer Reizung der Fall ist. Um eine
Antwort darauf zu bekommen, wurden die HaCaT-Zellen mit einer Dichte von 1x10° in die
Silikonkammern eingesdt. Nach einer Anheftungszeit von 24h wurden die Kulturen 5-, 15-
oder 30 Minuten gestreckt, fixiert, permeabilisiert, ,,CLSM-tauglich® gemacht und eine
Doppelfarbung mit anti-f1- und anti-EGFR Antikdrpern durchgefiihrt. Die rdumliche
Verteilung der B1-Integrine und EGF-Rezeptoren wurde dann am Konfokalen Laserscanning

Mikroskop untersucht und anschliefend mit der ,,Imaris Software > colocalisation* analysiert.

Erkennbar ist, dass sowohl Pl-Integrine als auch EGF-Rezeptoren {iiber die gesamte
Zelloberfliche verteilt sind (Abb. 3.13A-3.16A). Demzufolge sind auch alle gefirbten
Strukturen prinzipiell kolokalisiert (Abb. 3.13B-3.16B > Gesamt-Auswahl). Nach Auswahl
eines Bereiches aus dem Intensititsverteilungs-Diagramm mit hohen Griin- und Rot-
Fluoreszenzintensitdten sind genau die Elemente der Zelle zu sehen (Abb. 3.13B-3.16B >
1.Teil-Auswahl), welche auch die Uberlagerung des FITC- und TRITC-Kanals in Abb.
3.13A-3.16A zeigen: Eine Kolokalisation beider Oberflachenrezeptoren ist vornehmlich an
den Zell-Zell-Grenzen sowohl der Kontroll- als auch der gestreckten Zellen vorhanden.
Dariiber hinaus koclustern in den gestreckten Zellen B1-Integrine und EGF-Rezeptoren in der
Basalmembran. Die Auswahl einer anderer Hauptrichtungen im Intensititsverteilungs-
Diagramm stellt entweder den Hintergrund oder andere Strukturen der Zelle dar, die nicht zur
Untersuchung standen (Abb. 3.13B-3.16B > 2.Teil-Auswahl).

Eine 3D-Darstellung der kolokalisierten Bereiche aller Schnittebenen aus Abb. 3.15 ergibt,
dass die Cluster aus B1-Integrinen und EGF-Rezeptoren direkt in der Basalmembran beginnen
und sich in das Zytoplasma der Zelle hinein ausdehnen. Die Kolokalisation der Zell-Zell-
Membran erstreckt sich jeweils von der basalen bis zur apikalen Seite der Zellen (Abb. 3.17).

Um zusitzlich auszuschlieen, dass es bei der rdumlichen Nahe beider Strukturen durch die
Anregung des einen Molekiils zu einem Energietransfer auf das andere Molekiil kommt
(FRED), wurden die Priparate entweder nur mit einem anti-f1-Antikdrper oder nur mit einem
anti-EGFR-Antikorper gefarbt und die Clusterung der Molekiile untersucht (Abb. 3.18). Wie
zu erwarten, zeigten auch bei einer Einzelfirbung beide Oberflichenrezeptoren eine

Zusammenballung in der Basalmembran der Zellen.
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Abb. 3.13 A) Kolokalisation von p1-Integrinen und EGF-Rezeptor
B) Kolokalisationstest des basalen Ebene
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Abb. 3.14 A) Kolokalisation von p1-Integrinen und EGF-Rezeptore
B) Kolokalisationstest des basalen Ebene
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Abb. 3.15 A) Kolokalisation von p1-Integrinen und EGF-Rezeptoren
B) Kolokalisationstest der basalen Ebene
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Abb. 3.16 A) Kolokalisation von f1-Integrinen und EGF-Rezeptoren
B) Kolokalisationstest der basalen Ebene
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Abb. 3.17 3D-Darstellung einer Zellgruppe nach 15miniitiger mechanischer Reizung

Dargestellt wurden die kolokalisierten Bereiche, welche die hochte Fluoreszenzintensitét
des roten Kanals = Bl-Integrine und des griinen Kanals = EGF-Rezeptor aufweisen. Die
Drehung erfolgte diagonal von links oben nach rechts unten: A) Basale Ansichtn B) Basale
Ansicht, leicht gekippt, C) Basale Ansicht, stark gekippt, D) Seitenansicht, E) Apikale
Ansicht, leicht gekippt, F) Apikale Ansicht.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die kolokalisierten Akkumulationen von B1-Integrinen und
EGF-Rezeptoren dort anzutreffen sind, wo die Zellen am Untegrund anheften (abgeplatte
Bereiche) und sich ins Zytoplasma ausdehnen. Es handelt sich demnach wahrscheinlich um
Fokalkontekte.
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EGF-Rezeptor

Abb. 3.18 Einzelfirbungen von pf1-Integrinen und EGF-Rezeptoren

Abbildungen von Basalebenen der Zellen. Farbungen mit einem anti- B1-Integrin
Antikorper (Zeile 1) oder einem anti-EGFR Antikdrper (Zeile 2). Spalte 1 zeigt
Kontrollzellen und Spalte 2 gestreckte Zellen.

Auch eine getrennte Farbung von Integrinen und EGF-Rezeptoren zeigt, dass beide
Oberflachenrezeptoren auf der Basalseite der Zelle clustern.
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3.6.2. E-Cadherine und EGF-Rezeptoren

Um festzustellen, ob auch E-Cadherine mit dem EGF-Rezeptor bei mechanischer Belastung
interagieren, wurden die gleichen Versuchsbedingungen wie fiir Bl-Integrine + EGF-
Rezeptoren gewihlt (Aussaatdichte: 1x10°, Anheftungszeit: 24h, Streckung: 15min, Fixierung
+ Permeabilisierung, Aufbereitung fiir das CLSM) und eine Doppelfirbung mit anti-E-
Cadherin- und anti-EGF-Rezeptor-Antikdrpern durchgefiihrt. Die Untersuchung der
Verteilung von E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren auf der Zellmembran wurde am
Konfokalen Laserscanning Mikroskop vorgenommen und die Bildserien anschlieBend mit der

,,Jmaris Software > colocalisation‘ analysiert.
, y

Die Abbildungen 3.19A und 3.20A zeigen, dass beide Oberflichenrezeptoren sowohl unter
Kontroll- als auch unter Streckungsbedingungen relativ gleichmiBig iiber die gesamte
Zellmembran verteilt sind. Der Kolokalisationstest erbrachte, E-Cadherine und EGF-
Rezeptoren sind ebenfalls grundsitzlich koverteilt (Abb.3.19+3.20B > Gesamt-Auswahl). Die
Auswahl hoher Griin- und Rot-Fluoreszenzintensititen aus dem Intensitdtsverteilungs-
Diagrammen stellt dieselben Strukturen, nur nicht so intensiv gefarbt, dar (Abb. 3.19B+3.20B
> 1.Teil-Auswahl). Dies bedeutet, dass E-Cadherine und EGF-Rezeptoren eine diffus liber die
Zellmembran verteilte Kolokalisation aufweisen, die nicht in besonderen Strukturen, z.B.
Cluster anzutreffen ist. (Im Fall des EGF-Rezeptors ist wiederum eine Cluster-Bildung

vorhanden (Abb. 3.20A)).
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Abb. 3.19 A) Kolokalisation von E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren
B) Kolokalisationstest der basalen Ebene
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STRECKUNG = 15min
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Abb. 3.20 A) Kolokalisation von E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren
B) Kolokalisationstest der basalen Ebene
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3.7. Funktionelles Zusammenarbeiten von p1-Integrinen bzw. E-Cadherinen mit EGF-
Rezeptoren bei der Ubermittlung mechanischer Streckungsreize

Aufgrund zweier Ergebnisse ist zu vermuten, dass f1-Integrine und EGF-Rezeptoren in der
mechanische  induzierten = Aktivierung des  MAP-Kinase-Signalweges (ERK1/2)
zusammenarbeiten:

1. Gestreckte Zellpopulationen besitzen eine hohere Proliferationsrate als Kontroll-
populationen.

2. Eine Kolokalisation von B1-Integrinen und EGF-Rezeptoren in basalen Komplexen.

Man weil}, dass ein extrazellulires Signal, wie z.B. eine mechanische Streckung, von
Integrinen und E-Cadherinen registriert wird (Ingber, 1997, Shyy et al., 2001, Potardet al.,
1997). Weiterhin wird angenommen, dass diese Oberflichenrezeptoren nach ihrer
Aktivierung den EGF-Rezeptor transaktivieren; d.h. der EGF-Rezeptor wiirde ohne seinen
natlirlichen Liganden (= Wachstumsfaktor) von den Integrinen und/oder Cadherinen
aktiviert. Von dem nun aktivierten EGF-Rezeptor konnte die Signaltransduktions-Kaskade in
Richtung Proliferationskontrolle (=MAP-Kinasen) fortgesetzt werden (Prenzel et al., 2000).
Zu dieser Arbeitshypothese wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen die Aktivierung von
ERK1/2 sowie des EGF-Rezeptors nach dem Dehnungsreiz mit und ohne Blockierung der B1-
Integrine, E-Cadherine oder EGF-Rezeptoren mittels Western Blot detektiert wurde.

3.7.1. Aktivierungs-Kinetiken fiir ERK1/2 und den EGF-Rezeptor

Um die optimale Streckungsdauer zu ermitteln wurde eine Aktivierungs-Kinetik fiir ERK1/2
und den EGF-Rezeptor (Abb. 3.21) erstellt.

In Abbildung A ist die Aktivierung von ERK1/2 dargestellt. Die Zellkulturen wurden einem
0,5-, 5-, 15- und 30-miniitigem Dehnungsreiz ausgesetzt. Dabei wird eine transiente
Aktivierung der MAP-Kinasen — ERK1/2 — sichtbar: Bereits nach 5min nimmt die ERK1/2-
Aktivitit zu, erreicht nach 15min den Hohepunkt und geht nach 30min wieder auf den basalen
Wert zuriick.

Abbildung B zeigt die Aktivierung des EGF-Rezeptors. Es wurden folgende Intervalle fiir die
mechanische Dehnung ausgewdhlt: 0,5-, 2-, 5- und 15min. Wie erwartet beginnt die
Aktivierung des EGF-Rezeptors mit 2min vor der von ERK1/2, hat das Maximum bei Smin

erreicht und kehrt nach 15min auf den Basalwert zuriick.
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Abb. 3.21 Aktivierungskinetiken fiir ERK1/2 und den EGF-Rezeptor
A: Aktivierung der MAP-Kinasen > ERK1/2
B: Aktivierung des EGF-Rezeptors

Sowohl der EGF-Rezeptor als auch ERK1/2 besitzen eine transiente Aktivierungskinetik, wobei die
Aktivierung des EGF-Rezeptors bereits wieder abklingt, wenn die Aktivierung von ERK1/2 ihren
Hohepunkt erreicht.
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3.7.2. Beteiligung von p1-Integrinen, E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren bei der
Aktivierung von MAP-Kinasen

In dieser Versuchsreihe sollte die Relevanz von Bl-Integrinen, E-Cadherinen und EGF-
Rezeptoren bei der dehnungsvermittelten Aktivierung von ERK1/2 untersucht werden (Abb.
3.22). Um dies herauszufinden, wurden die Zellkulturen 24h mit einem funktions-
blockierenden Antikorper gegen B1-Integrine oder E-Cadherine vorinkubiert. Zur Inhibition
des EGF-Rezeptors wurde die hoch spezifische Substanz AG1478 eingesetzt. Diese wurde
den Kulturen 30min vor der Streckung zugegeben. Um eine maximale Aktivierung von
ERK1/2 und dem EGF-Rezeptor zu erreichen, wurden die Zellen fiir den zuvor ermittelten
Zeitraum gestreckt: ERK1/2 = 10min und EGF-Rezeptor = Smin.

Die Abbildungen 3.22 A+B zeigen die Aktivierung des EGF-Rezeptors (A) und von ERK1/2
(B) nach mechanischer Reizung und Blockierung der B1-Integrine oder E-Cadherine. Die
basale Aktivitdt von EGF-Rezeptoren und ERK1/2 bleibt durch Inkubation mit den funktions-
blockierenden Antikorpern gegen B1-Integrine und E-Cadherine unbeeinflusst. Die Dehnung
fiihrt in beiden Féllen zu einer deutlich gesteigerten Aktivitit. Im Gegensatz dazu kam es in
den Kulturen, die mit dem B1-Integrin oder E-Cadherin-Antikorper vorbehandelt wurden, zu
keiner erhohten Aktivitdt der EGF-Rezeptoren und von ERK1/2 {iber den Basalwert hinaus.

In Abbildung 3.22 C ist die Aktivierung von ERK1/2 nach Inhibition des EGF-Rezeptors
dargestellt. Eine 10miniitige Streckung fiihrt erwartungsgemall zu einer Aktivitatssteigerung
von ERKI1/2. Durch die Zugabe von AGI1478 wird eine konzentrationsabhidngige
Verminderung der ERK 1/2-Aktivitét erreicht.
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Abb. 3.22 Beteiligung von f1-Integrinen, E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren bei der
Aktivierung von MAP-Kinasen

A: Aktivierung des EGF-Rezeptors durch mechanische Stimulierung mit- und ohne funktions-
blockierendem Antikdrper gegen B1-Integrine und Cadherine

B: Aktivierung von ERK1/2 durch mechanische Stimulierung mit- und ohne funktionsblockierendem
Antikorper gegen B1-Integrine und Cadherine

C: Aktivierung von ERK1/2 durch mechanische Stimulierung nach Blockierung des EGF-Rezeptors

Alle drei getesteten Oberflichenrezeptoren scheinen an der Ubermittlung der mechanischen Reize zu
dem ERK1/2-Signalweg beteiligt zu sein.

88



3.8. Kolokalisation von p1-Integrinen, EGF-Rezptoren und verschiedenen Zytoskelett-
Elememten nach Inhibition von 1-Integrinen und E-Cadherinen

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass die Blockierung von B1-Integrinen und E-

Cadherinen Auswirkungen auf das Zytoskelett, die adhdsionsvermittelnden Molekiile und den

EGF-Rezeptor hat. Mit immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen sollte folgenden

Fragen nachgegangen werden:

1. Was geschieht mit den Zell-Matrix- und Zell-Zell-Strukturen — sind sie gelockert?

2. Kommt es zu einer Umverteilung der Zytoskelett-Elemente F-Aktin, Mikrotubuli und

Intermediérfilamente (Zytokeratin) ?

3. Sucht sich der EGF-Rezeptor einen neuen Partner ?

Um diese Punkte zu kliren, wurden HaCaT-Keratinozyten in einer Dichte von 1x10° in

Silikonkammern eingesdt. Nach 24h hatten sich die Zellen angeheftet, so dass die Kulturen

fixiert, permeabilisiert und ,,CLSM-tauglich® gemacht werden konnten. Die ausgewéhlten

Strukturen wurden mit den entsprechenden Antikorpern in Einzel- und Doppelfarbungen

spezifisch angefarbt und am Konfokalen Laserscanning Mikroskop untersucht. Die Bildserien

wurden im Anschluss mit der Imaris-Software>colocalisation analysiert (Abb. 3.23-3.34).

Einfachfirbungen:

Doppelfirbungen:

Kolokalisationstest

= Bl-Integrin (Abb. 3.23)

= Aktin (Abb. 3.26)

= PanZytokeratin (Abb. 3.29)
= Mikrotubuli (Abb. 3.32)

Die Abbildungen der
Einfachfarbungen zeigen
verschiedene  Schnittebenen.
In Spalte 1 ist die basale
Ebene, in Spalte 2 eine
mediale Ebene und in Spalte 3
die apikale Ebene dargestellt.
Die Zeilen beschreiben die
unterschiedlichen  Versuchs-
bedingungen. Die Blockierung
von [l-Integrinen oder E-
Cadherinen  bewirkt unter
Kontroll- und Streckungs-
bedingungen die gleichen
Effekte, weshalb jeweils nur
ein Bild dargestellt wird.

= Bl-Integrin + EGFR-Rezeptor
(Abb. 3.24)

= Aktin + EGF-Rezeptor
(Abb. 3.27)

= PanZytokeratin + EGF-Rezeptor
(Abb. 3.30)

= Mikrotubuli + EGF-Rezeptor
(Abb. 3.33)

Die Abbildungen der Doppel-
farbungen sind wie folgt aufgebaut:
Alle Teilbilder stellen basale
Schnittebenen dar. Spalte 1 zeigt
Bl-Integrine  bzw. eines der
Zytoskelett-Elemente, Spalte 2
EGF-Rezeptoren und Spalte 3 eine
Uberlagerung beider Kanile. Die
Zeilen veranschaulichen die
unterschiedlichen Versuchs-
bedingungen. Da sich die Effekte
einer Blockierung von  Bl1-
Integrinen oder E-Cadherinen unter
Kontroll- und Streckungsbeding-
ungen gleichen, wird jeweils nur
ein Bild gezeigt.

= Bl-Integrin + EGFR-Rezeptor
(Abb. 3.25)

= Aktin + EGF-Rezeptor
(Abb. 3.28)

= PanZytokeratin + EGF-Rezeptor
(Abb. 3.31)

= Mikrotubuli + EGF-Rezeptor
(Abb. 3.34)

Die Bilder des Kolokasisations-
tests sind folgendermalfien
arrangiert:

Die 4er-Gruppen reprisentieren die
Versuchsbedingungen (Kontrolle,
Streckung, Bl-Integin- oder E.-
Cadherin-Blockierung). Innerhalb
einer 4er-Gruppe steht eine Spalte
fir Gesamt-Auswahl und eine
Spalte fiir die Teil-Auswahl des
Intensitétsverteilungs-Diagramms.

Tab. 3.1 Diese Tabelle steht fiir alle nachfolgenden Abbildungen
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3.8.1. p1-Integrine und EGF-Rezeptoren

Abbildung 3.24 zeigt die B1-Integrin- und EGF-Rezeptoren-Verteilung in der Basalmembran,;
die Teilbilder in Abb. 3.25 sind die entsprechenden Intensititsverteilungsschemata mit
dazugehoriger bildlicher Darstellung. In Abbildung 3.23 ist die Distribution von B1-
Integrinen {liber die gesamte Zelloberfliche anhand von drei Schnittebenen — basal, medial,
apikal — dargestellt.

Wie zuvor erwéhnt, sind B1-Integrine {iber die gesamte Zelloberflache verteilt. Die Linien der
Zell-Zell-Grenzen sind streng begrenzt. Als Reaktion auf die Dehnung kommt es zu einer
Zusammenballung der B1-Intergine in der Basalmembran (Abb. 3.23).

Eine Kolokalisation von 1-Integrinen und EGF-Rezeptoren besteht vornehmlich an den Zell-
Zell-Grenzen der Kontroll- und gestreckten Zellen sowie in den Clustern der gedehnten
Zellen (Abb. 3.24 + Abb. 3.25 > Kontrolle und Streckung).

Nach einer Blockierung der Pl-Integrine bzw. E-Cadherine kommt es zu einer
»Aufweichung® der Zell-Zell-Kontakte in den Kontroll- und gestreckten Kulturen. Sowohl die
B1-Integrin- (Abb. 3.23 + 3.24) als auch die EGF-Rezeptor-Farbung (Abb. 3.24) ist an der
Zell-Zell-Grenze diffuser als in den unbehandelten Zellkulturen, d.h. die Zell-Zell-Grenzen
sind nicht mehr so scharf gezeichnet. Dieser Effekt ist allerdings in den gestreckten Kulturen
stairker ausgeprégt. Dariiber hinaus scheinen auch die Zell-Matrix-Kontakte beeinflusst zu
sein, da nach der B1-Integrin- oder E-Cadherin-Blockierung keine Zusammenballung von 1-
Integrinen (Abb. 3.23 + 3.24) bzw. EGF-Rezeptoren (Abb. 3.24) in der Basalmembran zu
erkennen ist. Jedoch bleibt die Kolokalisation von B1-Integrinen und EGF-Rezeptoren an den
Zell-Zell-Grenzen erhalten (Abb. 3.24 + Abb. 3.25 > fl-Integrin- bzw. E-Cadherin-
Blockierung)

Eine Inhibition des EGF-Rezeptors hat dagegen keinen Einflul auf die Verteilung der PB1-
Integrine, es kommt sogar zu einer B1-Clusterung (Abb. 3.23). Auch die Verteilung des EGF-
Rezeptors ist durch dessen funktionelle Blockierung wenig beeinflusst; allerdings unterbleibt

eine Clusterung nach mechanischer Stimulierung (Abb. 3.24).
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Abb. 3.23 Verteilung der f1-Integrine auf der Zellmembran nach funktioneller Blockierung
der p1-Integrine, E-Cadherine und EGF-Rezeptoren

Nach mechanischer Streckung ist deutlich die Clusterung der Bl-Integrine in der Basalmembran zu
sehen. Dieser Effekt wird durch eine Blockierung des EGF-Rezeptors nicht wesentlich beeinflusst.
Dagegen verhindert die Blockierung der Bl-Integrine und E-Cadherine diese Clusterung der B1-
Integrine, zudem sind die Zell-Zell-Kontakte gelockert.
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Abb. 3.24 Kolokalisation von f1-Integrinen und EGF-Rezeptoren nach funktioneller
Blockierung der B1-Integrine, E-Cadherine und EGF-Rezeptoren

Eine Kolokalisation von B1-Integrinen und dem EGF-Rezeptor ist unter allen Bedingungen an den
Zell-Zell-Grenzen zu erkennen. Bei den gestreckten Kulturen akkumulieren B1-Integrinen und EGF-
Rezeptoren an denselben Stellen. Durch die Blockierung der B1-Integrine und E-Cadherine kommt es
zu einer teilweisen Zerstorung der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte.
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KONTROLLE STRECKUNG

Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl

R1-INTEGRIN-BLOCKIERUNG E-CADHERIN-BLOCKIERUNG
Kontrolle oder Streckung Kontrolle oder Streckung
Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl

Abb. 3.25 Uberpriifung der Kolokalisation von B1-Integrinen und EGF-Rezeptoren unter verschiedenen
Versuchsbedingungen

Der Kolokalisationstest bestitigt die Resultate der Uberlagerung des TRITC-Kanals = B1-Integrine und des FITC-
Kanals = EGF-Rezeptoren der Abb. 3.24.
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3.8.2. Aktin und EGF-Rezeptoren

In Abbildung 3.27 sind Basalschnitte von Zellen dargestellt, die mit anti-EGF-Rezeptor und
TRITC-Phalloidin = Aktin gefarbt wurden; die Teilbilder in Abb. 3.28 sind die
entsprechenden Intensitdtsverteilungsschemata mit dazugehoriger bildlicher Darstellung.
Abbildung 3.26 veranschaulicht die Verteilung des F-Aktins iiber die gesamte Zelle, wobei
eine basale-, eine mediale- und eine apikale Schnittebene als Beispiele ausgesucht wurden.
Das Aktin-Netzwerk durchspannt die ganze Zelle und bildet an der Peripherie einen diinnen
Aktinring. Dabei sind die einzelnen Aktinfilamente bei HaCaT-Keratinozyten nicht so
ausgeprigt wie bei primédren Keratinozyten. Auch Stressfasern sind in den gestreckten Zellen
selten zu finden. Allerdings kommt es nach der mechanischen Reizung zur Bildung von
Aktin-Spots in der Basalmembran, die wahrscheinlich durch das Zusammenlaufen und
Verankern von Aktin-Fasern an diesen Membranstellen zustande kommen (Abb. 3.26).

Eine teilweise Kolokalisation von Aktinfilamenten und EGF-Rezeptoren ist wiederum in den
Zell-Zell-Grenzen der Kontroll- und gestreckten Zellen zu sehen. Die Koverteilung beider
Strukturen ist jedoch in den gestreckten Kulturen stirker ausgepréigt, mehr auf die Zell-Zell-
Membranen beschrankt und beinhaltet abermals die Cluster, die sich durch die Dehnung
gebildet haben (Abb. 3.27 + Abb. 3.28 > Kontrolle und Streckung).

Durch die funktionelle Blockierung der B1-Integrine und E-Cadherine kommt es zu einem
Zerfall des Aktin-Netzes mit Verringerung der Aktinfilamente. Auffillig ist ein dicker, diffus
erscheinender, peripherer Aktinring, was auf eine ,Lockerung® der Zell-Zell-Kontakte
hindeutet. Das Zytoplasma durchziehen hingegen nur noch wenige, dicke Aktinfilamente
(Abb. 3.26 + 3.27). Trotzdem zeigt sich eine ausgeprigte Kolokalisation von F-Aktin und
dem EGF-Rezeptor, die streng auf die Interzellular-Membranen beschréinkt sind (Abb. 3.27 +
Abb. 3.28 > B1-Integrin- bzw. E-Cadherin-Blockierung).

Dartiber hinaus scheinen die Zell-Matrix-Verbindungen iiberwiegend zerstort zu sein, da
keine Cluster-Bildung vorhanden ist (Abb. 3.26 + 3.27). Die beschriebenen Effekte treten

unabhingig von einer mechanischen Reizung auf.
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Abb. 3.26 Verteilung von Aktin nach funktioneller Blockierung der f1-Integrine und
E-Cadherine

Ein ausgeprigtes Aktin-Netz, das die ganze Zelle durchspannt, ist unter Kontroll- und Streckungs-
Bedingungen zu sehen. Durch die Streckung wird die Bildung von Fokalkontakten induziert. Nach der
Blockierung der B1-Integrine und E-Cadherine ist das Aktin-Gertist iiberwiegend zerstort.
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Abb. 3.27 Kolokalisation von Aktin und EGF-Rezeptoren nach funktioneller Blockierung der
p1-Integrine und E-Cadherine

Eine Kolokalisation von F-Aktin und dem EGF-Rezeptor besteht unter allen Bedingungen — dhnlich
der Kolokalisation von B1-Integrinen und dem EGF-Rezeptor — an den Zell-Zell-Grenzen und den
Fokalkontakten der gestreckten Zellen. Durch die Blockierung der Pl-Integrine und E-Cadherine
kommt es zu einer Zerstérung und Umstrukturierung des Aktin-Netzes.
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KONTROLLE STRECKUNG

Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl

R1-INTEGRIN-BLOCKIERUNG E-CADHERIN-BLOCKIERUNG
Kontrolle oder Streckung Kontrolle oder Streckung
Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl

Abb. 3.28 Uberpriifung der Kolokalisation von Aktin und EGF-Rezeptoren unter verschiedenen
Versuchsbedingungen

Der Kolokalisationstest bestitigt die Resultate der Uberlagerung des TRITC-Kanals = F-Aktin und des FITC-
Kanals = EGF-Rezeptoren der Abb. 3.27.
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3.8.3. Intermediirfilamente (Keratin) und EGF-Rezeptoren

Die rdumliche Anordnung von Pan-Zytokeratin und EGF-Rezeptoren ist in Abbildung 3.30
anhand von Basalschnitten verdeutlicht und die Teilbilder in Abb. 3.31 sind die
dazugehorigen Intensitdtsverteilungsschemata + Bild. Die Verteilung des Pan-Zytokeratins in
drei Ebenen — basal, medial, apikal- ist in Abbildung 3.29 dargestellt.

Die Keratinfilamente sind im gesamten Zytoplosma mit Ausnahme des Zellkortex anzutreffen
und bilden hier ein verzweigtes Netzwerk. Die Zell-Zell-Grenzen sind keratin-frei, mit
Ausnahme der desmosomalen Verbindungen. Dabei gibt es keine Unterschiede zwischen den
mechanisch stimulierten Kulturen und den Kontrollkulturen (Abb. 3.29).

Eine Koverteilung von Keratinfilamenten und EGF-Rezeptoren ist ausschlieBlich im
Zytoplasma anzutreffen. In den Zellmembranen und membrannahen Bereichen findet sich nur
der EGF-Rezeptor. Durch die mechanische Reizung ergibt sich keine Umverteilung der
dargestellten Strukturen (Abb. 3.30 + Abb. 3.31 > Kontrolle und Steckung).

Die Immunfluoreszenz-Untersuchungen brachten bei funktioneller Blockierung der PI-
Integrine oder E-Cadherine unterschiedliche Reaktionen (Abb. 3.29 + 3.30 + Abb. 3.31 > B1-
Integrin- bzw. E-Cadherin-Blockierung):

B1-Integrin-Blockierung: Sowohl in den Kontroll- als auch in den gestreckten Kulturen ist
das Keratin-Netzwerk zerstort. Es sind kaum noch filamentdre Strukturen zu erkennen.
Zudem ist die Verteilung des EGF-Rezeptors in beiden Fillen diffuser. Die Kolokalisation der
Keratinfilamente und des EGF-Rezeptors im Zytoplasma ist nicht mehr einheitlich.
E-Cadherin-Blockierung: Die Blockierung der E-Cadherine scheint keine sichtbare
Veridnderung des Pan-Keratin-Musters hervorzurufen, d.h. die Kontroll- und die gestreckten
Zellen gleichen unbehandelten Kulturen. Auch ist der EGF-Rezeptors dhnlich wie in den
Kontrollkulturen verteilt, jedoch sind die interzelluliren Membranbereiche deutlich stiarker

gefirbt. Die Kolokalisation im Zytoplasma bleibt bestehen.
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Abb. 3.29 Verteilung von Pan-Zytokeratin nach funktioneller Blockierung der f1-Integrine und
E-Cadherine

Das gleichmifig ausgebildete Keratin-Netzwerk der Kontroll- und Streckungs-Zellen zerfillt durch
die Blockierung der Pl-Integrine. Eine E-Cadherin-Blockierung hat nicht diesen zerstorerischen
Effekt.
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Abb. 3.30 Kolokalisation von Pan-Zytokeratin und EGF-Rezeptoren nach funktioneller
Blockierung der p1-Integrine und E-Cadherine

Eine Koverteilung von PanZytokeratin und dem EGF-Rezeptor wird im Zytoplasma deutlich, an den
Zell-Zell-Grenzen ist fast ausschlieBlich der EGF-Rezeptor vorhanden. Eine Blockierung der E-
Cadherine scheint keine Auswirkungen auf das Keratin-Muster zu haben. Im Gegensatz dazu bewirkt
die Blockierung der B1-Integrine eine liberwiegende Zertdrung der Keratinfilamente.
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KONTROLLE STRECKUNG

Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl

R1-INTEGRIN-BLOCKIERUNG E-CADHERIN-BLOCKIERUNG
Kontrolle oder Streckung Kontrolle oder Streckung
_Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl Gesamt-Auswabhl Teil-Auswahl

Abb.3.31 Uberpriifung der Kolokalisation von Pan-Zytokeratin und EGF-Rezeptoren unter
verschiedenen Versuchsbedingungen

Der Kolokalisationstest bestitigt die Resultate der Uberlagerung des TRITC-Kanals = Keratin und des FITC-
Kanals = EGF-Rezeptoren der Abb. 3.30.
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3.8.4. Mikrotubuli und EGF-Rezeptoren

Abbildung 3.33 zeigt die Farbungen mit anti-o-Tubulin und anti-EGF-Rezeptor anhand von
Basalschnitten und die Teilbilder in Abb. 3.34 sind die dazugehorigen
Intensititsverteilungsschemata + Bild. Die Anordnung des Mikrotubuli-Systems innerhalb der
Zellen ist in Abbildung 3.32 mit einem basalen, einem medialen und einem apikalen Schnitt
dargestellt.

Die Kontrollzellen und die gestreckten Zellen besitzen ein ausgedehntes Mikrotubuli-System
im Zytoplasma, das aber nicht bis in den vordersten Lamellenrand hineinreicht. Die Dehnung
bewirkt keine nennenswerte Umstrukturierung dieses Systems (Abb. 3.32).

In den unbehandelten Kulturen (Kontroll- und gedehnten Kulturen) besteht -eine
Kolokalisation entlang des Mikrotubuli-Netzes, die in Kernndhe stérker ist und zur Peripherie
hin abnimmt (Abb. 3.33 + Abb. 3.34 > Kontrolle und Streckung).

Sowohl durch die Bl-Integrin- als auch die E-Cadherin-Blockierung wird die gleiche
Reaktion hervorgerufen: Es kommt zu einer Umstrukturierung des Mikrotubuli-Systems
dahingehend, dass eine Reduktion der Mikrotubuli stattgefunden hat; der bleibende Teil geht
sternformig von einem Punkt aus und strebt der Membran entgegen (Abb. 3.32 + 3.33). Es
besteht noch eine teilweise Koverteilung der Mikrotubuli und der EGF-Rezeptoren, die aber
nicht mehr so einheitlich ist (Abb. 3.33 + Abb. 3.34 > Bl-Integrin- bzw. E-Cadherin-
Blockierung). Diese durch die P1-Integrin- und E-Cadherin-Blockierung entstandenen

Resultate sind unabhingig von der mechanischen Reizung sichtbar.
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Abb. 3.32 Verteilung der Mikrotubuli nach funktioneller Blockierung der p1-Integrine und
E-Cadherine

Das Mikrotubuli-System der Kontroll- und gestreckten Zellen erféhrt durch die Blockierung der f1-
Integrine und E-Cadherine eine Umstrukturierung, wobei die Mikrotubuli nun sternférmig von der
Zellmitte ausgehen und auf die Membran zulaufen.
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Abb. 3.33 Kolokalisation von Mikrotubuli und EGF-Rezeptoren nach funktioneller Blockierung
der p1-Integrine und E-Cadherine

In den Kontroll- und gedehnten Kulturen besteht eine Kolokalisation der gefarbten Strukturen entlang
des Mikrotubuli-Gertists. Die Blockierung der B1-Integrine oder E-Cadherine ruft folgende Reaktion
hervor: Die Mikrotubuli gehen strenformig von der Zellmitte aus. Dabei bleibt die Kolokalisation
zwischen Mikrotubuli und EGF-Rezeptor teilweise erhalten.
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KONTROLLE STRECKUNG

Gesamt-Auswabhl Teil-Auswahl Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl

R1-INTEGRIN-BLOCKIERUNG E-CADHERIN-BLOCKIERUNG
Kontrolle oder Streckung Kontrolle oder Streckung

Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl Gesamt-Auswahl Teil-Auswahl

Abb. 3.34 Uberpriifung der Kolokalisation von Mikrotubuli und EGF-Rezeptoren unter verschiedenen
Versuchsbedingungen

Der Kolokalisationstest bestitigt die Resultate der Uberlagerung des TRITC-Kanals = Tubulin und des FITC-
Kanals = EGF-Rezeptoren der Abb. 3.33.
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4. Diskussion

Ausgehend von der Tatsache, dass mechanischer Stress in unterschiedlicher Form eine
wichtige Rolle bei der Regulation zelluldrer Prozesse verschiedener Zelltypen spielt, sollte in
dieser Arbeit die Signalaufnahme und die Signalweiterleitung nach mechanischen
Dehnungsreizen bei humanen Keratinozyten der Zelllinie HaCaT untersucht werden.
Besonderes Interesse galt dabei den Integrinen, Cadherinen und dem EGF-Rezeptor. Diese
Oberflachenrezeptoren sind mit den Komplexen der Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakte
assoziiert, vermitteln vermutlich den Transfer von mechanischen Reizen durch die
Zellmembran und leiten deren Signaltransduktion ein. Zur Stimulation wurden die Zellen in
die zuvor beschriebene Dehnungsapparatur eingebracht und fiir unterschiedliche Zeitspannen

einer einfachen Streckung um 10% ihrer initialen Linge ausgesetzt.

Der Ubersichtlichkeit wegen ist die Arbeit zwei Teile gegliedert:

Der erste Abschnitt befasst sich ausschliefSlich mit der Beteiligung von Integrinen an der
Ubermittlung des Dehnungsreizes. Dabei wird sowohl die unmittelbare Reaktion von
Integrinen auf eine mechanische Stimulation, wie z.B. deren Verteilung auf der Membran
gezeigt, als auch die Antwort auf eine Streckung von zelluldren Prozessen, an denen Integrine
beteiligt sind, wie z.B. die Adhésion an die ECM oder die Proliferation, untersucht.

Der zweite Abschnitt beinhaltet Untersuchungen zu einer rdumlichen und funktionellen
Interaktion von Integrinen und/oder Cadherinen mit dem EGF-Rezeptor bei der Transduktion

einer mechanischen Dehnung.
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4.1. Beteiligung von p1-Integrinen an der Mechanotransduktion des Dehnungsreizes

Mechanische Stimuli, verliechen durch Dehnung, Spannung, Druck, Scherkraft und dem
Stromen von Fliissigkeit, resultieren in einer Vielfalt biochemischer Reaktionen (Salter et al.,
2000). Gemein unter den verschiedenen Antworten auf mechanische Reizung ist die Relevanz
einer direkten oder indirekten Verbindung zwischen dem Zytoskelett, der ECM und den
traditionellen Signaltransduktionsmolekiilen. In vielen Fillen konvergieren diese Elemente in
den Fokalkontakten, Stellen einer strukturellen Beriihrung zwischen Zytoskelett und ECM,
welche durch Zelloberflachen-Integrin-Rezeptoren angebunden sind (Alenghat et al., 2002).

4.1.1. Riumliche Reorganisation der p1-Integrine nach mechanischer Streckung

Integrine sind Adhésionsrezeptoren, die Signale zwischen dem extrazelluldren - und dem
intrazelluldiren Kompartment austauschen (Quarana et al., 1991); dabei konnen die Zell-
Matrix-Kontakte an der Signaltransduktion beteiligt sein und als spannungssensitive
Vorrichtung dienen, welche die Zellkontraktion in Proteinmodifikationen umwandelt. In
diesem Zusammenhang fordert eine interne isometrische Zellspannung sowie eine externe
Streckung der Zelle die Tyrosin-Phosphosphorylierung und die Formation von Stressfasern
und Fokalkontakten. Mit anderen Worten, eine mechanische Spannung erh6ht die Tyrosin-
Phosphorylierung in den Fokalkontakten, was zur Stirkung der vorhandenen Zell-Matrix-
Kontakte beitrdgt, den Zusammenbau weiterer Fokalkontakte als auch die Bildung von
Stressfasern fordert (Breshadsky et al., 1996). Ein essentieller Schritt zur Entwicklung von
Fokalkontakten ist die Clusterung von Integrinen (Ward et al., 1994).

Carvalho et al. beschrieben schon 1995, dass mechanische Streckung von Knochenzellen zu
einer signifikanten Anderung in der Verteilung und Expression der p1-Integrin-Untereinheit
fiihrt. Festzustellen, ob ein Dehnungsreiz bei Keratinozyten ebenfalls diese zelluldren
Reaktionen auslost, war das erste Ziel dieser Arbeit. Zur Untersuchung einer moglichen
Umverteilung der Bl-Integrine auf der Zellmembran wurden optische Schnitte am CLSM
angefertigt; parallel dazu wurde die Menge an B1-Integrinen auf der Zelloberflaiche am FACS
gemessen.

Es konnte gezeigt werden, dass der mechanische Reiz eine Reorganisation der 1-Integrin-
Verteilung im Vergleich mit unstimulierten Zellen dahingehend hervorruft, dass sich die B1-
Integrine auf der basalen Membranseite zu grofleren Komplexen zusammenballen (Abb. 3.1,
3.13-3.16). Dieses Phdnomen der Clusterung von pl-Integrinen wurde bereits fiir

Knochenzellen (Carvalho et al., 1995), Endothelzellen (Ishida et al., 1996), Herzmuskelzellen
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(Sharp et al., 1997) und Fibroblasten (Molina et al., 2001) beschrieben. Eine quantitative
Analyse der Clusterbildung anhand der CLSM-Bilder ergab schon nach einer fiinfmintiitigen
Streckung eine Verdreifachung der B1-Komplexe im Vergleich zu den Kontrollzellen. Diese
signifikante Zunahme bleibt auch nach 15min Streckung unveridndert und verzeichnet nach
30min einen leichten Riickgang (Abb. 3.3). Die Zu- und Abnahme der Clusteranzahl
repriasentiert einen Anpassungsprozess der Zellen an die Streckung: Zuerst wird die
Formation von groferen Pl-Aggregaten gefordert, um der mechanischen Belastung
standhalten zu konnen (=KlettverschluB8-Prinzip). Haben sich die Zellen an den neuen Zustand
angepasst, kann die Adhidsion auch von weniger f1-Komplexen aufrecht erhalten werden.
Diese Erkldrung wird durch mehrere Literaturstellen gestiitzt: Das kotikale Aktin-Netz erfahrt
durch duBlere Krafteinwirkung eine adaptive Reorganisation (Gunst et al., 2003); das
Zytoskelett wird versteift und erlaubt so eine stirkere Kraftausiibung auf die Integrine
(Choquet et al., 1997). Weiterhin kommt es zu einer Anpassung an die Streckung und dadurch

zu einer Desensitivierung gegeniiber nachfolgenden Applikationen (Glogauer et al., 1998).

Die Flow-Cytometrischen-Untersuchungen verdeutlichen, dass die Menge der B1-Integrine
auf der Zelloberfliche durch die Dehnung unbeeinflusst bleibt (Abb. 3.2). Die Ergebnisse
decken sich mit den Angaben von Donaldson et al., 1995: Bei ruhenden Keratinozyten ist die
B1-Integrin-Untereinheit generell iiber die gesamte Zellmembran verteilt. Dagegen befinden
sich Bl-Integrine bei wandernden Kertinozyten bevorzugt an der Membranseite, die der
Matrix zugewandt ist (= Akkumulation). Dabei zeigt ein Vergleich der f1-Integrin-Menge
auf der Zelloberfliche von ruhenden und wandernden Kertainozyten keinen Unterschied.

Dies ist kontrdr zu anderen Literaturangaben, die eine Hochregulierung des Proteinlevels und
der Expression von B1-Integrinen nach mechanischer Reizung beschreiben (Carvalho et al.,
1995, Klein et al., 1991, Urbich et al., 2000). Eine Ausnahme scheinen aufler den
Keratinozyten auch die Chondrozyten zu sein. Denn bei Knorpelzellen hat mechanischer
Stress keinen Einfluss auf den mRNA- und den Proteinlevel der B1-Integrin-Untereinheit
(Holmvall et al., 1995).

Ein Artikel von Kadi et al., 1998 macht deutlich, dass durch eine extern induzierte Erh6hung
der Zellspannung die Zelladhdsion verstarkt wird. Diese Zunahme der Adhésionsstirke wird
durch Integrine vermittelt, ist aber nicht auf eine quantitative Mengenénderung von Integrinen
auf der Zelloberflache zuriickzufiihren. So scheint bei Keratinozyten wie auch bei Leukozyten
die dynamische Reorganisation der Integrine in Microcluster der Hauptmechanismus zu sein,

um die Bindungskapazitit zu regulieren (Van Kooyk et al., 2000).
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4.1.2. Adhisionsverhalten vorgestreckter HaCaT-Keratinozyten auf unterschiedlichen
Matrices
Die Menge an Fokalkontakten nimmt im direkten Verhéltnis zur Zellausbreitung zu. Dabei
sind die Fokalkontakte am héufigsten dort anzutreffen, wo die Zelle den grofiten
Spannungsstress erfahrt; sie nehmen in ihrer Zahl zu, wenn die zytoskelettale Spannung
erhoht wird (Chen et al., 2003). Durch diesen Vorgang wird eine stirkere Zelladhdsion
erreicht (Kadi et al., 1998 / Van Kooyk et al., 2000).
Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt: Die Streckung ruft eine Umverteilung der bereits
vorhandenen Zelloberflichen-B1-Integrine und eine Clusterung in Adhésionsstellen hervor.
Im Folgenden soll der naheliegenden Hypothese nachgegangen werden, dass eine
mechanische Stimulierung tiberdies zu einer gesteigerten Adhésion der Zellen fiihrt und dass
diese Pl-integrinabhingig ist. Um das zu bestdtigen, wurden Adhidsions-Assays mit
unterschiedlichen Matrices und B1-Integrin-blockierenden Antikdrpern durchgefiihrt.
Der Adhésionsprozess lduft bei adhédrenten Zelltypen folgendermallen ab (Abb. 4.1):
a. Adorption: Die abgerundete Zelle adsorbiert iiber divalente Kationen an die
Substratoberfldche.
b. Kontakt: Uber Glykoproteine nehmen die Zellen Kontakt mit dem Substrat auf, wobei
sie immer noch eine abgerundete Form aufweisen.
c. Anbheftung: Die Zellen heften sich iiber zelleigene Oberflichenproteine - z.B.
Integrine - an die Matrix an und beginnen sich auszubreiten, ihre Gestalt flacht sich
dabei allméhlich ab.

d. Ausbreitung und Adhésion: Erst wenn die Zellen vollstindig ausgebreitet und somit

adhdriert sind - ihre Form gleicht nun einem Spiegele - beginnen sie zu proliferieren.

Ubertriigt man die Schritte des Anheftungs- und Ausbreitungsprozess auf die Morphologie
der vorgestreckten Zellen wahrend des Adhésions-Assay (Abb. 3.6) kann gesagt werden, dass
die Zellen nach 15min Anheftungszeit an die Oberfliche adsorbieren, nach 30min mit dem
Substrat in Kontakt treten und ab 45min der Anheftungs- und Ausbreitungsvorgang beginnt,
der letztendlich zur vollstindigen Adhésion fiihrt. Mit fortschreitender Anheftungszeit finden
sich immer mehr ausgebreitete, adhirierte Zellen und immer weniger abgerundete, locker
angebundene Zellen in den Kulturen. Fiir den Adhésions-Assay bedeutet dies: Zellen, die sich
in der Adsorptions- und Kontaktphase befinden, werden leichter ausgewaschen als Zellen in
der Anheftungs- und Adhésionsphase. Daraus kann die Zunahme der Adhédsionsrate in den

Grafiken erklart werden.
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Abb. 4.1 Die verschiedenen Phasen der Anheftung adhédrenter Zellen an die
Substratoberfliche; aus Lindl, Zell- und Gewebekultur, 2002.

Anhand der Adhisions-Assays mit den unterschiedlichen Substraten — Arginin+Serum,
Fibronektin, Kollagen, Laminin - konnten zwei Fragen beantwortet werden:

Erstens wird deutlich, die mechanische Streckung hat eine Steigerung der Adhédsion zur Folge
und zweitens, Bl-Integrine sind an diesem Prozess beteiligt. Der adhésionssteigernde Effekt
der mechanischen Reizung ist bei einer ArginintSerum-, einer Fibronektin- und einer
Kollagen-Beschichtung zu erkennen, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal} (Abb. 3.7). So
wurde die grofite Zunahme der Adhésionsrate mit der Arginint+Serum-Beschichtung erzielt,
dagegen ist der Unterschied in der Adhésionsrate zwischen den Kontroll- und den gestreckten
Zellen auf Fibronektin und Kollagen nicht so ausgepréigt. Dieses Ergebnis lisst sich dadurch
erklaren, dass an der Adhésion auf einer Arginin+Serum-Matrix alle von HaCaT-Zellen
exprimierten Integrine (a581, a2B1, a3B1 avpl, avpo6, a6p4) (Koivisto et al., 1999) beteiligt
sind, wohingegen Fibronektin und Kollagen nur eine Untermenge der Integrine anspricht

(Fibronektin = a5p1-, avpl-, avpo6-Integrine und Kollagen = a2B1- und a3p1-Integrine).
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Bereits diese Tatsache spricht fiir eine Beteiligung von PB1-Integrinen an der mechanisch

induzierten Steigerung der Adhédsionsrate.

Die Grafiken im einzelnen betrachtet ergeben:

1. Die Anheftungskinetik von Keratinozyten an Kollagen ist schnell (Abb. 3.7 C). Das Plateau
wird schon nach 60min erreicht, liegt bei den gestreckten Zellen aber signifikant iiber den
Kontrollzellen. Dieses Ergebnis deckt sich in Bezug auf die Anheftungskinetik mit den
Angaben von Karasek et al., 1980. Mit dem Modell der Anheftungsphasen (Abb. 4.1) lésst
sich das folgendermaBen erkldren: Die Zellen treten sowohl unter Kontroll- als auch unter
Streckungsbedingungen nach kurzer Zeit (30min) in die Anheftungsphase ein und beginnen
sich auszubreiten, wodurch es zu der raschen Zunahme der adhérierten Zellen kommt.
Uberdies ist die Adhisionsstirke in den gestreckten Kulturen gegeniiber den Kontrollen
erhoht, wodurch auch eine groBBere Adhésionsrate erreicht wird.

2. Demgegeniiber ist Fibronektin ein Low-Affinity-Zelladhdsionsprotein (Mathur et al.,
2003). Dies wird dadurch ersichtlich, dass unter Kontrollbedingungen die Zahl der
adhérierten Zellen erst nach 45min Anheftungszeit signifikant zunimmt (Abb. 3.7 B). Unter
dem Einfluss der Streckung dagegen steigt die Adhésionsrate schon nach 30min stark an. Die
mechanisch stimulierten Zellen befinden sich also bereits in der Anheftungs- und
Ausbreitungsphase, wenn die Kontrollzellen noch in der Kontaktphase sind. D.h. die
mechanische Reizung bewirkt auf Fibronektin eine Verkiirzung der Phasen, in denen die
Zellen mit dem Substrat nur locker verbunden sind (Adsorptions- und Kontaktphase). Nach
90min Anheftungszeit gehen beide Populationen in den Sattigungsbereich iiber, die Anzahl
der adhérierten Kontrollzellen liegt dann nur schwach signifikant unter dem Adhésionslevel
der gestreckten Zellen.

3. Auf Laminin lésst sich keine Adhésionssteigerung verzeichnen (Abb. 3.7 D). Da Laminin
im Gegensatz zu Fibronektin und Kollagen keinen Ausbreitungsfaktor fiir Keratinozyten
darstellt (O'Keefe et al., 1985), bewirkt es in diesem Fall auch keine Adhésionssteigerung.

4. Die Arginint+Serum-Beschichtung hat einen kombinatorischen Effekt, der wahrscheinlich
auf die Serumbestandteile zuriickzufiihren ist (Abb.3.7 A). Das Serum ist ein komplex
zusammengesetztes Gemisch aus Substanzen, die zum Teil in unbekannter Form und
Konzentration enthalten sind. Zu diesen Substanzen zdhlen unter anderem:
Anheftungsfaktoren (wie Fibronektin, Kollagen, usw.), Wachstumsfaktoren, Hormone,
verschiedene Enzyme, Elektrolyte, Proteine ( wie Albumin, Bilirubin, Himoglobin, usw.) und
viele mehr (Lindl, 2002). Durch die Kombination unterschiedlich adhdsionsférdernder

Bestandteile werden eine Vielzahl von Anheftungsrezeptoren angesprochen und es kommt zu
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einer optimalen Adhdsion der Zellen. Die Verschiebung der Adhédsionskinetik durch die
mechanische Stimulierung zugunsten einer frither beginnenden Anheftungs- und
Ausbreitungsphase ist auf diesem Substrat besonders auffillig. Die Anzahl der adhérenten
Zellen vorgestreckter Populationen nimmt nach 45min Anheftungszeit sprunghaft zu und hat
nach 90min den Sattigungsbereich erreicht. Dagegen verlduft der Adhdsionsvorgang bei den
Populationen der Kontrollzellen im Vergleich mit den anderen Matrices sehr viel langsamer;
sie weisen innerhalb der 90min Anheftungszeit nur eine geringe Zunahme der adhirenten
Zellen auf und haben das Plateau noch lange nicht erreicht. Die unstimulierten Zellen
befinden sich also bei der Arginin+Serum-Beschichtung lange in der Adsorptions- und
Kontakt-Phase, bevor sie in die Anheftungs- und Ausbreitungsphase iibergehen. Es ist
wahrscheinlich, dass die Kontrollzellen nach entsprechend langer Anheftungszeit anndhernd

die gleiche Anzahl adhérenter Zellen erreichen wie die gestreckten Zellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden: Obwohl der Adhésionsprozess an die
Arginint+Serum-Matrix im Vergleich zu Fibronektin und Kollagen langsamer verlduft, tritt

durch die mechanische Dehnung doch der gro3te adhésionssteigernde Effekt auf.

Um der Ursache hierfiir nachzugehen, wurde der Adhédsions-Assay zunédchst getrennt auf
Arginin oder Serum wiederholt (Abb.3.8 B+C). Die Ergebnisse fallen auf beiden Matrices
anndhernd gleich aus: Sowohl die Kontroll- als auch die gestreckten Zellen lassen erst nach
90min Anheftungszeit eine Erhohung der Adhédsionsrate erkennen, dabei besteht kein
Unterschied zwischen beiden Populationen. Eine Erkldrung dafiir wire, dass die Inkubation
mit Arginin das Silikon fiir die Adsorption weiterer Substanzen vorbereitet, Arginin selbst
aber keine adhésionsfordernden Eigenschaften besitzt. Demgegeniiber hat das Serum zwar
gute adhisionsfordernde Eigenschaften kann aber nur iiber Arginin auf dem Silikon
immobilisiert werden. Daraus ist zu folgern, nur eine Kombination aus vorheriger Inkubation
mit Arginin und anschlieBender Serum-Beschichtung entfaltet die volle Wirkung.
Eine weitere Frage war, ob ein bestimmter Bestandteil des Serums gefunden werden kann, der
fiir die Adhésionssteigerung der mechanisch gedehnten Zellen verantwortlich ist. Mehrere
Hinweise deuteten auf das Albumin im Serum hin:
1. Albumin zdhlt zu den Transport- und Bindungssubstanzen (Lindl, 2002)
2. Humanes Serum Albumin kann an RGD-Peptide adsorbieren (Oliverieri et al., 1999).
3. In einem Versuch von Grzeski et al., 1998 wurden synthetische Peptide, welche die
RGD-Sequenz beinhalten, mit BSA konjugiert. Diese Konjugate (zyklisch oder
linear), Typ 1 Kollagen, Mixturen aus Kollagen und Konjugaten (1:1) und BSA

wurden hinsichtlich ihrer anheftungsférdernden- und proliferationstimulierenden
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Eigenschaften untersucht. In Bezug auf ihre anheftungs- und ausbreitungsfordernde
Wirkung sind das zyklische Konjugat und reines Kollagen gleich potent, gefolgt vom
linearen Konjugat. Alle Mixturen entsprechen dem Potential von Kollagen, wobei
wiederum die lineare Konjugat-Mixtur etwas weniger potent ist. Im Hinblick auf die
Stimulierung der Proliferation sind die Konjugate (rein oder gemischt) sogar
effizienter als reines Kollagen, welches die Proliferation nicht iiber den Kontrolllevel
hinaus steigert.

4. Ein weiterer Punkt ist, dass BSA schon seit ldngerer Zeit in mehreren
Versuchsdurchfithrungen zum Absittigen unspezifischer Bindungen Verwendung
findet.

So wurde fiir einen weiteren Adhidsions-Assay die Silikonoberfliche zuerst mit Arginin
behandelt und darauf mit 5%igem BSA inkubiert. In der Tat konnte mit dieser
Beschichtungskombination der gleiche Effekt wie mit der Arginin+Serum-Beschichtung
erzielt werden: Bei den gestreckten Kulturen kam es zu einer enormen Steigerung der
Adhisionsrate, wogegen die Kontrollkulturen wihrend der Testdauer wieder nur eine sehr

geringe Zunahme der adhirierten Zellen aufwiesen.

Zur Bestitigung, dass die mechanische Streckung eine integrinabhingige Steigerung der
Adhision zur Folge hat, sollte in einem letzten Adhédsionsexperiment direkt die Beteiligung
von [l-Integrinen an diesem Vorgang nachgewiesen werden. Hierzu wurde ein
funktionsblockierender Antikorper gegen B1-Integrine eingesetzt (Carter et al., 1990). Wie
erwartet wiesen die Kulturen, die mit dem Antikdrper vorinkubiert wurden, eine verminderte
Anzahl an adhirierten Zellen gegeniiber den unbehandelten Kulturen auf. Besonders auffillig
war dies bei den gestreckten Zellen, deren Adhisionsrate durch die Inkubation mit dem
funktionsblockierenden Antikorper auf den Level der unbehandelnden Kontrollzellen
zuriickging (Abb.3.9). Diese Ergebnisse der Adhésionsexperimente zusammen mit den
CLSM-Untersuchungen sprechen eindeutig fiir eine Beteiligung von B1-Integrinen an der

adhisionsfordernden Eigenschaft der mechanischen Streckung.
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4.1.3. Proliferationverhalten mechanisch gedehnter HaCaT-Keratinozyten

Mehrfach wurde schon beschrieben, dass mechanische Reize Einfluss auf das mitogene
Verhalten von Zellen haben und dass dieser Effekt matrix- und integrinabhéngig ist (Wilso et
al.,, 1995, Yano et al., 2004). Um festzustellen, ob diese Aussage auch fiir mechanisch
gestreckte Keratinozyten zutrifft, wurde die BrdU-Inkorporationsrate (= Syntheserate der
Zellen) nach unterschiedlicher Streckungsdauer und auf verschiedenen Matrices ermittelt.
Erwartungsgemdl3 konnte ein proliferationsfordernder Effekt der mechanischen Reizung
nachgewiesen werden (Abb. 3.10 +3.11): Unter Steckungsbedingungen erhoht sich der Anteil
der in der S-Phase befindlichen Zellen. Dabei ist die Proliferation in subkonfluenten Kulturen
gegeniiber konfluenten Kulturen nochmals gesteigert.

Das Proliferationsverhalten von HaCaT-Zellen auf den Matrices Arginin+Serum, Fibronektin
und Kollagen spiegelt die Adhdsion auf diesen Substraten wieder (Abb. 3.12): Die grofite,
mechanisch induzierte Steigerung der Proliferationsrate wird ebenfalls auf der
Arginint+Serum-Beschichtung erzielt. Demgegeniiber ist auf Fibronektin sowohl die
Syntheserate als auch der proliferationsfordernde Effekt der Streckung sehr gering ausgepragt.
Die Kollagen-Beschichtung nimmt, wie bei den Adhédsionsexperimenten, hinsichtlich der
Proliferationsrate und dem Streckungseffekt eine Mittelstellung ein. Da bei den meisten
Zellen eine Konvergenz von Wachstumsfaktoren- und adhdsionsvermittelten Signalwegen
ndtig ist, um den Zellzyklus und die Proliferation voranzutreiben (Grose et al., 2002, May et
al., 2001, Ivankovic-Dikic et al., 2000, Chen et al, 1994, Tinois et al., 1987), wird die hochste
Syntheserate folglich auf dem Substrat verzeichnet, auf dem auch die grofite Adhésion
erreicht wird. Damit sind die Ergebnisse der Adhésions- und Proliferationsstudien direkt
vergleichbar. Die Matrixabhéngigkeit des Proliferationsgeschehens und somit das Ansprechen
verschiedener Untermengen von Integrinen (siehe Diskussion der Adhésionsexperimente)
fiihrt wiederum zu der Annahme, dass Integrine an dem Prozess beteiligt sind. Auch Blomme
et al., 1998 beschreiben, dass verschiedene Typen von ECM-Proteinen die morphologischen-,
funktionalen- und proliferativen Eigenschaften von Keratinozyten unterschiedlich

beeinflussen.
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4.2. Raumliche und funktionelle Interaktionen zwischen p1-Integrinen bzw.
E-Cadherinen mit dem Rezeptor fiir epidermale Wachstumsfaktoren

Integrine stehen mit der ECM und anderen Zelloberflichen-Proteinen in Verbindung und
vermitteln einen bidirektionalen Transfer von Informationen iiber die Zellmembran.

Die Integrin-Signaltransduktion beinhaltet die Besetzung der Integrine mit Liganden, die
Aktivierung von Integrinen, eine laterale Clusterung von Integrinen auf der Plasmamembran-
Ebene und die Formation von organisierten Komplexen (Howe et al, 1998). In diesen
Fokalkontakten erfolgt eine Koordination mit dem Zytoskelett und dem Signal der
Wachstumsfaktoren, was fiir die integrinabhidngige Signaltransduktion erforderlich ist
(Dedhar et al, 1996).

Die integrinvermittelte Signaltransduktion kann in zwei Kategorien unterteilt werden:

1. Eine direkte Signaltransduktion, wobei viele intrazelluldre Proteine — zytoskelettale-,
regulatorische- und Signaltransduktionsproteine - direkt mit der B-Untereinheit der Integrine
interagieren.

2. Ein kolaboratives Signalisieren, bei dem die zytoskelettalen- und Signalmolekiile rdumlich
mit den Integrinen nach deren Clusterung assoziieren (Dedhar et al, 1996). Integrine konnen
also mit anderen Rezeptoren und Signalmolekiilen ko-clustern, um eine funktionelle Einheit
zu bilden (Porter et al., 1998).

Integrine geben Signale nur sehr selten, wenn iiberhaupt, exklusiv iiber integrinspezifische
Signalwege weiter. Sie kooperieren iiberwiegend mit anderen Zelloberflaichen-Rezeptoren,
um eine Vielzahl von Signalwegen zu modulieren (Porter et al., 1998). So wurde schon
mehrfach berichtet, dass Integrine fahig sind, Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren in einer
ligandunabhdngigen Weise, d.h. in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren, zu aktivieren und
deren Signalwege zu nutzen (Chen et al, 1994, Sundberg et al, 1996, Miyamoto et al., 1996,
Porter et al, 1998).

Auch bei Cadherinen wurde das Phdnomen der Rezeptor-Transaktivierung beobachtet: Diese
Zell-Zell-Adhisionsmolekiile konnen ebenfalls Rezeptor-Tyrosinkinasen, z.B.
Wachstumsfaktor-Rezeptoren, ohne spezifischen Liganden aktivieren (Pece et al., 2000 /
Saffell et al, 1997). Zudem finden sich mehrfach Hinweise auf eine rdumliche Assoziation
zwischen Cadherinen und EGF-Rezeptoren (Pece et al., 2000 / (Fedor-Chaiken et al., 2003 /
Ochiai et al, 1999, Hoschuetzky et al, 1994).

Aufgrund dieser Informationen sowie unter Berilicksichtigung der bisherigen Ergebnisse war

es ein weiteres Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob die zuvor beschriebene mechanisch
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induzierte Clusterung der f1-Integrine mit der Ko-Clusterung des EGF-Rezeptors einhergeht,
ob eventuell rdumliche Interaktionen zwischen E-Cadherinen und dem EGF-Rezeptor
bestehen und ob es dadurch mdglicherweise zu einer Transaktivierung des EGF-Rezeptors

kommt, die zur Aktivierung der MAPK-Kaskade fiihrt.

4.2.1. Raumliche Assoziation von p1-Integrinen bzw. E-Cadherinen mit dem EGF-
Rezeptor

Um die oben angefiihrte Hypothese zu iiberpriifen, wurden am CLSM optische Schnitte
angefertigt und hinsichtlich der Koverteilung von B1-Integrinen bzw. E-Cadherinen mit dem
EGF-Rezeptor untersucht.

Eine Doppelfirbung von [l-Integrinen und EGF-Rezeptoren zeigt, dass beide
Oberflachenrezeptoren prinzipiell auf der gesamten Zellmembran anzutreffen und dort auch
kolokalisiert sind. Diese Kolokalisation resultiert iiberwiegend aus den Rot- und Griin-
Fluoreszenzintensitidten im mittleren Bereich. An den Zell-Zell-Grenzen und in den Clustern
der gestreckten Zellen besteht eine besonders starke Kolokalisation, die sich aus hohen Rot-
und Griin-Fluoreszenzintensitdten zusammensetzt. Dies besagt, dass die Dichte beider
Molekiile in diesen Strukturen sehr hoch ist. Eine flinfminiitige Streckung der Zellen reicht
aus, um ein Ko-Clustern beider Molekiile in der Basalmembran zu erreichen (Abb. 3.13-
3.16). Wie bereits bei der quantitativen Analyse der CLSM-Bilder beschrieben, nimmt die
Bildung der B1-Cluster nach 15min mechanischer Dehnung leicht zu und geht nach 30min
wieder zurlick (Anpassung an den neuen stationdren Zustand). Dass f1-Integrine nicht nur in
der Basalmembran sondern auf der ganzen Zelloberfliche anzutreffen sind, wurde auch von
Jensen et al., 1995 und Larjava et al., 1990 bestitigt: Der Hauptaktionsort von Integrinen ist
zwar die Zell-Matrix-Adhédsion, doch haben sie eine weitere Funktion in Zell-Zell-
Interaktionen. Bei Keratinozyten sind a2p1- und a3p1-Integrine in Zell-Matrix- und Zell-
Zell-Kontakten zu finden; aS5B1-Integrine sind generell diffus iiber die Plasmamembran
verteilt.

Von Abb. 3.15 wurde beispielhaft eine 3D-Darstellung konstruiert. Diese zeigt den nach der
Uberlagerung  der  Bl-Integrin(rot)- und EGF-Rezeptor(griin)-Firbung  gebildeten
Kolokalisations-Kanal (gelb) in allen Schnittebenen und offenbart, dass die B1-Integrin+EGF-
Rezeptor-Cluster direkt dort ansetzen, wo die Zellen am Substrat adhériert sind (abgeplattete

Seite) und sich ins Zytoplasma ausdehnen (Abb.3.17).
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Der erste Schritt zur Entwicklung von Fokalkontakten ist die Zusammenballung von
Integrinen (Ward et al, 1994). Da die CLSM-Untersuchungen eine Clusterung von B1-
Integrinen, EGF-Rezeptoren und F-Aktin in der Basalmembran zeigen — wobei entweder B1-
Integrine+EGF-Rezeptoren oder EGF-Rezeptoren+F-Aktin kolokalisiert sind - st
anzunechmen, dass es sich bei diesen Komplexen tatsdchlich um Fokalkontakte oder
zumindest um deren Vorstufe handelt (Abb. 3.13-3.16, 3.24, 3.25, 3.27, 3.28). Die 3D-
Darstellung erhértet diese Vermutung, da die Akkumulate direkt in der Basalmembran
beginnen (Abb.3.17). Zur eindeutigen Priifung miissten hier noch elektronenmikroskopische
Aufnahmen herangezogen werden.

Die kombinierte Farbung von E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren verdeutlicht eine relativ
gleichméafBige Verteilung beider Strukturen auf der gesamten Plasmamembran. Sowohl unter
Kontroll- als auch unter Streckungsbedingungen besteht nur eine teilweise Koverteilung, die
allerdings nicht in speziellen Strukturen der Zelle, wie z.B. den Bl-Integrin-Clustern,
anzutreffen ist (Abb. 3.19 + 3.20). Gleich den Integrinen sind auch Cadherine nicht nur an
Stellen der Zell-Zell-Adhidsion konzentriert, sondern iiber die gesamte Zelloberflidche verteilt
(Kusumi et al., 1999). Wie im Kapitel Material und Methoden erldutert wurden die Versuche
auf einer Silikonmembran durchgefiihrt. Diese besitzt unter Anregung mit den fiir die
Féarbung erforderlichen Wellenldngen eine gewisse Eigenfluoreszenz, die von Membran zu
Membran unterschiedlich stark ausgeprédgt ist. Da die Féarbung der E-Cadherine relativ
schwach ausfillt und dieser Kanal zudem, um Crosstalk zu vermeiden, mit dem AOTF
herunterreguliert werden musste, sind in diesem Fall Hintergrund und gefarbte Strukturen in
threr Fluoreszenzintensitdt fast gleich und es kommt zu einem Bildrauschen. Dieses
»Rauschen* war mit keinem Filter oder anderen Funktionen zu eliminieren. Aufgrund dieser
Tatsache und dem Ergebnis, dass eine Kolokalisation von E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren
tiber die gesamte Zellmembran verteilt ist, wobei sich Kontrolle und Streckung nicht
unterscheiden, wurde in weiteren Versuchsreihen auf eine E-Cadherin-Farbung verzichtet.
Die Verteilung des EGF-Rezeptors innerhalb der Zelle ist abhdngig vom Zelltyp und dem
Konfluenzgrad der Kultur: So ist der EGF-Rezeptor in A431-Zellen bei Konfluenz
hauptsédchlich in den Zell-Zell-Grenzen lokalisiert und in subkonfluenten Kulturen meist
diffus verteilt (Lichtner et al., 1990). In HaCaT-Zellen scheint der EGF-Rezeptor unter allen
Bedingungen sowohl in der Membran als auch im Zytoplasma vorhanden zu sein.

Diese Ergebnisse bestitigen die Eingangsvermutung, dass die mechanisch induzierte
Zusammenballung von B1-Integrinen ein Ko-Clustern des EGF-Rezeptors zur Folge hat. Fiir
E-Cadherine ist eine raumliche Zusammenarbeit mit dem EGF-Rezeptor zum Teil ebenfalls
gegeben. Diese ist aber im Vergleich mit der Kooperation von Bl1-Integrine und EGF-

Rezeptoren nicht so ausgeprigt.
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So scheint der erste Schritt bei der Kooperation von Integrinen mit EGF-Rezeptoren die
raumliche Zusammenlagerung beider Molekiile zu sein. Eine Spekulation ist, dass durch eine
Assoziation von Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Integrinen eine Clusterung von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren moglich wird, um so eine effizientere Signalverarbeitung zu
erzielen oder eine frithe Dephosphorylierung der Wachstumsfaktor-Rezeptoren zu verhindern
und damit die Aktivitdt der Tyrosinkinase dieser Rezeptoren aufrechtzuerhalten. Eine andere
Hypothese ist, dass Integrine fiir die Modulation der Adhédsions-Signaltransduktion
Wachstumsfaktor-Rezeptoren nutzen (Porter et al., 1998). Dieser mogliche Signalweg soll im

nichsten Abschnitt im Hinblick auf die Mechanotransduktion weiter verfolgt werden.

4.2.2. Funktionelle Interaktionen von p1-Integrinen bzw. E-Cadherinen mit dem EGF-
Rezeptor

Die Cross-Kommunikation zwischen verschiedenen Signal-Verarbeitungs-Systemen ist
notwendig fiir die Integration der vielen und wechselnden Umwelteinfliisse einer
individuellen Zelle. Der EGF-Rezeptor wurde als Schliisselelement im komplexen Signal-
Verarbeitungs-Netzwerk identifiziert, welches von verschiedenen Zell-Oberflichen
Rezeptoren genutzt wird. Diese nichtklassische Methode des Crosstalks von Signal-
Verarbeitungs-Systemen in Hinblick auf die Rezeptor-Aktivierung induziert durch nicht-
spezifische Liganden wird ,,Signal-Transaktivierung® genannt. Mit dem EGF-Rezeptor als
Konvergenz + Verteilungs-Punkt erhilt dieses System Signale von Integrinen, Cadherinen,
anderen Mitgliedern der Tyrosine-Kinase-Familie, Zytokin-Rezeptoren, lonen-Kandlen und
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Prenzel et al., 2000).

Es existieren zahlreiche Hinweise, dass es durch eine Integrin-Ligation und Integrin-
Clusterung zu einer Transaktivierung der Wachstumsfaktor-Rezeptoren — u.a. auch des EGF-
Rezeptors - und nachfolgend zu einer Aktivierung der MAPK-Kaskade kommt (Sundberg et
al., 1996, Howe et al., 1998, Miyamoto et al., 1996, Yu et al., 2000, Li et al., 1999).

Ein Beispiel sei hier ausfiihrlicher beschrieben, bei dem Integrine und EGF-Rezeptoren direkt
auf der Ebene der Plasmamembran zu kooperieren scheinen, um spezifische Signalwege
auszulosen (Moro et al., 1998):

Die Adhidsion an immobilisierte Matrix-Proteine oder B1-Integrin-Antikérper stimuliert die

Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors. Diese Phosphorylierung ist vorriibergehend,
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erreicht ihr Maximum 30min nach der Adhésion und tritt in Abwesenheit des spezifischen
Rezeptor-Liganden auf. Die integrinvermittelte Aktivierung des EGF-Rezeptors fiihrt zur
Induktion von ERK. Eine Inhibition des EGF-Rezeptors mit AG1478 verhindert die
adhidsioninduzierte Aktivierung dieser MAP-Kinase génzlich. Die durch die Adhédsion
induzierte  Phosphorylierung des  EGF-Rezeptors  repridsentiert eine  partielle
Rezeptoraktivierung, die durch die Zugabe von EGF weiter erhoht werden kann. Weiterhin ist
die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors bei der gleichen Dosis EGF in adhdrenten Zellen
effizienter als in Suspensionszellen. Der Level der ERK-Aktivierung, induziert durch den
integrinabhingigen EGF-Rezeptor-Signalweg, ist nicht ausreichend, um das Zellwachstum zu
fordern. Erst der erhohte Level der ERK-Aktivierung durch eine Kostimulierung von Matrix-
Proteinen und EGF induziert die Proliferation. Dies ldsst vermuten, dass ein Aktivierungs-
Schwellenwert exsistiert, welcher durch Zell-Matrix-Interaktionen erreicht wird, und der
notwendig zu sein scheint, um die volle Antwort des EGF-Rezeptors auf seinen Liganden zu
erhalten.

Auch E-Cadherine konnen, neben ihrem Beitrag zur Zelladhdsion, Signale {iber die
Zellmembran {ibermitteln. Sie sind ebenfalls Komponenten von Signalwegen, in die
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren involviert sind (Barth et al., 1997); d.h. Cadherine
konnen nach ihrer Besetzung mit Liganden Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie z.B. den EGF-
Rezeptor, in einer ligandunabhingigen Weise aktivieren (Saffell et al., 1997 / Pece et al.,
2000). Diese Aktivierung resultiert in der Tyrosin-Phosphorylierung von bekannten
Substraten des EGF-Rezeptors, wie den MAP-Kinasen (Fedor-Chaiken et al., 2003 / Pece et
al., 2000).

Demzufolge sollte mit dem Western-Blot-Verfahren der Annahme nachgegangen werden, ob
die gezeigten Auswirkungen der Streckung auf die Zelloberflichen-Verteilung der P1-
Integrine, E-Cadherine und EGF-Rezeptoren eine ligandunabhingige Aktivierung (=
Transaktivierung unter serumfreien Bedingungen) des EGF-Rezeptors herbeifiihren und ob

dieser seinerseits ERK1/2 aktiviert (Abb. 4.2).

1-Integrine
/v B 5 N
Clusterung Transak%img
Aktivierung Transaktivierung

E-Cadherine -~

Streckung EGF-Rezeptor —» —» —» ERK1/2

Abb. 4.2 Arbeitshypothese
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In diesem Zusammenhang wurde zuerst eine Aktivierungskinetik des EGF-Rezeptors und von
ERK1/2 erstellt. Es zeigte sich, dass die mechanische Dehnung sowohl den EGF-Rezeptor als
auch ERK1/2 aktiviert, wobei der Aktivititshohepunkt des EGF-Rezeptors (5min)
erwartungsgemal vor dem Aktivititsmaximum der MAP-Kinase ERK1/2 (15min) liegt (Abb.
3.21). Danach wurden die Pl-Integrine oder E-Cadherine mit funktionsblockierenden
Antikorpern behandelt und die Auswirkungen auf die streckungsinduzierte Aktivierung des
EGF-Rezeptors und von ERK1/2 ermittelt. Die Aktivitdt der gemessenen Parameter steigerte
sich nach der Inkubation mit den Antikorpern nicht iiber den Basalwert hinaus. Dies zeigt,
dass Bl-Integrine und E-Cadherine an der Aktivierung des EGF-Rezeptors und von ERK1/2
beteiligt sind. Sodann wurde der EGF-Rezeptor mit der hochspezifischen Substanz AG1478
blockiert. Dadurch konnte auch eine Beteiligung des EGF-Rezeptors an dem Signalweg
nachgewiesen werden, denn nach dessen Blockierung kam es zu einer dosisabhidngigen
Verminderung der ERK1/2-Aktivitit (Abb. 3.22).

So konnte fiir die Transduktion des Dehnugsreizes in Keratinozyten der Signalweg -
Streckung = Integrine bzw. Cadherine = EGF-Rezeptor-Transaktivierung === ERKI1/2 -
nachvollzogen werden. Der direkte Mechanismus fiir die integrinvermittelte Modulation des
mitogenen Signals scheint die Bindung und Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen durch
Integrine und Cadherine einzubeziehen. Wahrscheinlich wirken dabei mehrere Typen von
Zelloberflichen-Adhésions-Molekiilen zusammen, wobei einjedes eine einmalige Facette der
anliegenden Zelle oder Matrix erkennt. Denn sowohl die Blockierung der B1-Integrine als
auch der E-Cadherine bewirkt, dass eine Aktivierung des EGF-Rezeptors unterbleibt und die
Signalweiterleitung zu ERK1/2 unterbrochen wird. Dieser Mechanismus der Rezeptor-
Transaktivierung durch Adhisionsrezeptoren wurde fiir Integrine von Moro et al., 1998 und
fiir E-Cadherine von Pece et al., 2000 beschreiben.

Unter normalen Bedingungen koordinieren Zellen biochemische und positionelle Signale. Um
zu bestimmen, wann der Zellzyklus beginnt, benutzen Zellen nicht nur Informationen iiber die
Verfligbarkeit von Wachstumsfaktoren sondern auch Positions-Informationen {iber ihre
Beziehung zu der ECM und anderen Zellen. Hierzu liefern Adhédsions-Rezeptoren die
Positions-Information durch eine Modulation der Signalkaskade, welche von Rezeptoren fiir
l6sliche Faktoren eingeleitet wird (Howe et al., 1998). Aber auch die Aktivierung der
Wachstumsfaktor-Rezeptoren auf nicht spezifischem Wege, also in Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren, scheint ein generelles Phdnomen darzustellen. Viele der bekannten
Signaltransduktionswege, die urspriinglich fiir Wachstumsfaktoren identifiziert wurden,
werden ebenso von Integrinen aktiviert (siche unten), was filir eine Transaktivierung der

Wachstumsfaktor-Rezeptoren spricht.
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Beispiele fiir integrinaktivierte Signalwege (Yamada et al., 1995):
1. Beeinflussung des Ca’*"-Levels
H'-Einstrom (Alkalisation)
Tyrosin-Phosohorylierung von FAK
Aktivierung von Src und verwandten Tyrosinkinasen
Akkumulation von Signaltransduktions-Adapter und Enzymen
Phosphoinositide-Mediatoren
Aktivierung der Proteinkinase C

Wachstumsregulation

W ©® N 0N kv

Verhinderung oder Stimulation von Apoptose
10. ERK-Aktivierung
11. INK-Aktivierung

12. Anderung der Genexpression

4.3. Assoziationen zwischen p1-Integrinen und E-Cadherinen mit Bestandteilen des
Zytoskeletts

Wie bekannt ist eine Assoziation von Integrinen (Quaranta et al., 1991 / Haier et al., 1999 /
Chen et al., 2003) bzw. Cadherinen (Kee et al., 2001 / Kee et al., 2002) mit dem Zytoskelett
fir eine starke Zell-Matrix- bzw. Zell-Zell-Adhdsion von Epithelzellen notwendig.
Andererseits konnte sich eine Blockierung der Integrine oder Cadherine auf das Zytoskelett

auswirken (Wang et al., 1994). Dem soll im letzten Teil der Arbeit nachgegangen werden.

Lebende Zellen strukturieren ihr Zytoskelett nach den Tensigrity-Modell (tensional integrity)
(Polte et al., 2004 / Ingber, 2002 / Ingber et al., 1985 / Ingber, 1993 / Ingber, 1998 / Wang et
al., 1998), bei dem die gesamte Zelle als Mechanosenor angesehen werden kann. Die
Tensigrity-Struktur erhdlt ihre Stabilitdt durch eine interne, kontinuierliche, isometrische
Spannung. Dabei stehen den einwirts gerichteten Spannungkréften, erzeugt durch flexible
Aktinfilamente, kompressionsresistente, stiitzende Elemente gegeniiber, die Mikrotubuli. In
diesem Modell dienen die Intermedidr-Filamente, welche an vielen Stellen entlang der
Mikrotubuli, der Aktinfilamente und der Kernoberfliche angebunden sind, als mechanische
Integratoren, um das ganze Zytoskelett und das Kerngeriist spannungsabhingig zu versteifen.
Die Adhésionen an der ECM oder an anderen Zellen unterstiitzt die Mikrotubuli, dem Zug der

Aktinfilamente zu widerstehen. Durch diese Integration aller drei zytoskelettalen Filament-
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Systeme und der Verankerung im Gewebe wird eine dynamische Kréftebalance etabliert,
welche die Gestalt der Zelle stabilisiert und die mechanischen Eigenschaften einer Zelle
bestimmt.

Die Verschiebung der Kréfte bewirkt eine Umorganisation des Zytoskeletts, was in Raum und
Zeit gleichermaflen einen Mechanismus fiir die Signaltransduktion liefert. Werden die
Spannungselemente des Modells (Aktinfilamente und Intermedidrfilamente) zerstort, nehmen
die Spannungskrifte, welche auf die ECM-Anker ausgeiibt werden, ab (Kolodney et al., 1992
/ Eckes et al., 1998 / Wang et al., 2000). Werden dagegen die Stiitzen (Mikrotubuli) zerstort,
nimmt der Zug auf die ECM zu (Danowski et al., 1989 / Kolodney et al., 1995 / Wang et al.,
2001). Wird umgekehrt ein Zug auf die Integrine, durch die Ab- oder Zunahme der ECM-
Steitheit, oder auf die Cadherine, durch die Kontraktion anderer Zellen, ausgeiibt, nimmt die
Spannung im Zytoskelett ab, die Mikrotubuli werden dekomprimiert und dies fordert deren
Polymerisation.

Aufgrund dessen konnen die Adhédsionsrezeptoren, die das extrazellulire Umfeld der Zelle
mit dem Zytoskelett verbinden, als Mechanorezeptoren fungieren. (Ingber et al., 1985 /
Ingber, 1991 / Ingber, 1997). Dabei liefern Adhdsionsmolekiile, die mit dem Zytoskelett
verbunden sind — Integrine, Cadherine, usw. - eine grofere mechanische Kopplung iiber die
Zellmembran als andere transmembrane Rezeptoren. Jedoch gibt es unter den mit dem
Zytoskelett verbundenen Rezeptoren in Bezug auf die mechanischen Kopplung Unterschiede;
diese sind unmittelbar von der Féhigkeit der Rezeptoren abhéngig, Fokalkontakte zu
organisieren und eine Verbindung zum Zytoskelett herzustellen. Dabei stehen Integrine an
erster Stelle. In diesem Zusammenhang bedingt eine Mechanotransduktion durch Integrine
eine relativ grofle Versteifung des Zytoskeletts, eine Mechanotransduktion durch E-Cadherine
eine eher geringe Versteifung (Potard et al., 1997).

Tensigrity besagt also, dass Zellen stark vernetzt sind, um sofort auf einen mechanischen
Stress antworten zu konnen, welcher iiber die Zelloberflichenrezeptoren vermittelt wird, die
das Zytoskelett entweder mit der Matrix = Integrine oder mit anderen Zellen = Cadherine

koppeln (Ingber, 1997).

Die Ergebnisse der CLSM-Untersuchungen lassen sich in die Tensigrity-Theorie einfligen:

Durch eine mechanische Streckung des Substrats wird ein Zug auf die Integrine und
Cadherine ausgeiibt. Dadurch kommt es in einem intakten Zytoskelett zu einer
Spannungsverminderung, die durch die Polymerisation der Mikrotubuli und der Bildung von
Stressfasern kompensiert wird. Das wiederum fiithrt zu einer vermehrten Bildung von

Fokalkontakten und somit zu einer verstiarkten Anheftung an die Matrix (Abb. 3.1, 3.13-3.16).
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Weiterhin wurde der Einfluss einer funktionellen Blockierung der B1-Integrine, E-Cadherine
und des EGF-Rezeptors auf die B1-Integrine untersucht (Abb. 3.23-3.25). Wie erwartet
kommt es durch die Blockierung der Adhésionsrezeptoren - B1-Integrine und E-Cadherine -
zu starken Beeintrdchtigungen der Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adhésion, die unter Kontroll-
und Streckungsbedingungen recht dhnlich aussehen; die Zell-Zell-Kontakte sind gelockert
und die streckungsinduzierte Neubildung der Zell-Matrix-Kontakte entféllt. Die
Kolokalisation mit dem EGF-Rezeptor bleibt dagegen bestehen. Eine Blockierung des EGF-
Rezeptors hingegen scheint die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésionen nicht zu
beeintrachtigen, weshalb im weiteren auf die EGF-Rezeptor-Blockierung verzichtet wurde.
Bezugnehmend auf das Tensigrity-Modell ist zu erwarten, dass ein Verlust der Verankerung
einer Zelle an der ECM und an anderen Zellen, zu einer Umorganisation innerhalb des
kontinuierlich spannungsintegrierten Zytoskelettgeriists fithrt. In der Tat hat eine funktionelle
Blockierung der Bl-Intgrine und E-Cadherine Einfluss auf alle drei Zytoskelett-Elemente —
Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermediarfilamente = Zytokeratine.

Aktinfilamente (Abb. 3.26-3.28): Das feine Aktin-Netz, welches unter Kontrollbedingungen
die Zellen durchzieht, ist nach B1-Integrin- und E-Cadherin-Blockierung weitgehend zerstort.
Im Zytoplasma sind nur noch wenige Aktinfilamente vorhanden. Im Ektoplasma findet sich
ein kortikaler dicker Aktinring, der gewisse Ahnlichkeit mit der P1-Integrin-Firbung
aufweist. Fokalkontakte sind keine vorhanden. Dies deutet wieder auf eine Lockerung der
Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adhision hin.

Mikrotubuli (Abb. 3.32-3.34): Die Zellen der Kontrollkulturen besitzen ein ausgedehntes
Mikrotubuli-Netz, welches durch eine Blockierung der Adhdsionsrezeptoren modifiziert wird.
Es kommt zu einer Reduktion der Mikrotubuli und der verbliebene Teil scheint verstirkt, geht
sternformig von einem Punkt aus und strebt der Zellmembran entgegen.

Zytokeratine (Abb. 3.29-3.31): Die Intermedidrfilamente bilden in unbehandelten Zellen ein
verzweigtes Netzwerk. Nach einer Blockierung der Pl-Integrine ist dieses Keratin-Netz
weitgehend zerstort; es sind kaum noch filamentére Strukturen zu erkennen. Im Gegensatz
dazu zeigt sich nach der Blockierung der E-Cadherine kaum eine Verdnderung der Keratin-
Verteilung.

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass fiir eine normale Funktion des Zytoskeletts eine
mechanische Einbindung der Keratinozyten in die extrazellulire Umgebung unabdingbar ist.
Eine Blockierung der Adhisionsrezeptoren ruft eine erhebliche Zerstérung mit verdichteten
Aggregaten fragmentierten Aktins und reduzierter Mikrotubuli hervor (Sethi et al., 2002).

Mit dem Tensigrity-Modell lassen sich die Ergebnisse folgendermaf3en erkléren:
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Durch die funktionelle Blockierung der l-Integrine oder E-Cadherine fehlt der Zelle die
Verankerung am Substrat oder an den Nachbarzellen. Damit fehlt den Spannungselementen
des Zytoskeletts (Aktinfilamente und Intermedidrfilamente) der extrazelluldre Gegenzug, was
thren Zerfall begiinstigt. Die stiitzenden Strukturen (Mikrotubuli) werden dekomprimiert,
wodurch sie polymerisieren und sich bei dem Versuch umorganisieren, die Zelle durch
Driicken gegen die Membran zu stabilisieren. Das Ergebnis dieses Prozesses konnte das
sternformige Muster darstellen, welches in den CLSM-Bildern zu sehen ist.

Die Auswirkungen der funktionellen Inhibition der Adhdsionsrezeptoren auf das Zytoskelett
sind unabhidngig von der mechanischen Reizung zu beobachten. Dafiir gibt es zwei
Erkldrungen: Zum einen reagieren die Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermedidr-
Filamente eher gering auf diese Art der mechanischen Reizung. Zum anderen ist das
Zytoskelett bereits in ungestrecktem Zustand durch die Behandlung mit den anti- 1-Integrin-
bzw. anti-E-Cadherin-Antikorpern teilweise zerstort und kann deshalb auf die Streckung nicht
mehr reagieren.

Der EGF-Rezeptor kann die Zelladhdsion, die Zellmigration und die zytoskelettale
Organisation modulieren (Toral et al., 2003). Dabei besteht eine rdumliche Interaktion
zwischen dem EGF-Rezeptor und den zytoskelettalen Filamenten (Wiegant et al., 1986). So
scheint die aufgezeigte Kolokalisation von EGF-Rezeptoren mit [1-Integrinen (Abb.
3.24+3.25), F-Aktin (Abb. 3.27+3.28), Mikrotubuli (Abb. 3.33+3.34) und Zytokeratinen
(Abb. 3.30+3.31) ein bekanntes Phdnomen zu sein. Diese Assoziationen bleiben auch nach
Blockierung der Bl-Integrine und E-Cadherine weitgehend erhalten. Es wire denkbar, dass
der EGF-Rezeptor unter diesen Bedingungen als Adhésionsprotein fungiert und somit eine
Teilaufgabe der fl-Integrine und E-Cadherine iibernimmt. Eine Publikation von Are et al.,
2001 unterstiitzt diese Theorie: A431-Zellen adhérieren auf einer mit anti-EGFR Antikorpern
beschichteten Oberflache und breiten sich aus. Auf diese Weise konnen EGF-Rezeptoren das
Zytoskelett-Filament-System umorganisieren, dadurch die Signal-Transduktionsmaschinerie
aufrecht erhalten und die Zelle somit vor dem sofortigen Ubergang in die Apoptose bewahren.
Interessanterweise ist in intakten Zellen die zuvor beschriebene Transaktivierung des EGF-
Rezeptors durch eine integrinvermittelte Zelladhdsion neben der Aktivierung der MAP-
Kinasen ebenfalls eine Grundvoraussetzung flir die integrinabhéngige Aktivierung von Rac.
Denn Zellen, in denen der EGF-Rezeptor inhibiert wurde, konnen sich auf Fibronektin weder
ausbreiten noch Lamellipodia bilden. Rac, gehorig zu den kleinen GTPasen der Rho-Familie,
kontrolliert in eukaryotischen Zellen die Organisation des Aktin-Zytoskleletts und bendtigt
zur Aktivierung eine Wachtumsfaktorstimulation und die integrinvermittelte Adhdsion an die

ECM (Marcoux et al., 2003).
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5. Zusammenfassung

Die mechanische Streckung hat einen groen Einfluss auf Keratinozyten und bei der
Transduktion dieses Reizes nehmen P1-Integrine, E-Cadherine und EGF-Rezeptoren eine

zentrale Rolle ein:

Eine einfache mechanische Dehnung von HaCaT-Zellen um 10% fiihrt innerhalb von 5Smin zu
einer schnellen Umorientierung der B1-Integrine auf der Zellmembran, ohne dass sich dabei
die Menge dieser Oberflichenrezeptoren dndert. Die Integrine sammeln sich in der basalen
Membran zu groBBeren Adhidsionskomplexen. Dies hat Auswirkungen auf das
Adhisionsverhalten der Zellen. Eine Streckung bewirkt, dass die mechanisch stimulierten
Zellen gegeniiber den Kontrollzellen sowohl schneller an das Substrat anheften als auch eine
stirkere Zell-Matrix-Adhidsion aufweisen. Das unterschiedliche Adhésionsverhalten auf den
verschiedenen Substraten (Arginin+Serum, Fibronektin, Kollagen) und Experimente mit
funktionsblockierenden Antikdrpern gegen P1-Integrine sind Beweise fiir die Beteiligung
dieser Oberflichenrezeptoren an diesem Vorgang. Da adhirente Zellen, wie Keratinozyten,
neben Wachstumsfaktoren den Zell-Matrix-Kontakt bendtigen, um in die S-Phase eintreten zu
konnen, hat das unterschiedliche Adhisionsverhalten von gestreckten und ungestreckten
Zellen wiederum Einfluss auf die Proliferation. Diese ist bei den mechanisch gereizten Zellen
im Vergleich zu den Kontrollzellen gesteigert und zwar im direkten Verhéltnis zu der

mechanisch induzierten Steigerung der Adhésion.

Im Rahmen einer Rezeptor-Transaktivierung (siehe vorne) kooperieren B1-Integrine und E-
Cadherine sowohl ridumlich als auch funktionell mit dem EGF-Rezeptor bei der Ubermittlung
des Dehnungsreizes:

Rdumliche Interaktionen: Eine Koclusterung von Bl-Integrinen mit dem EGF-Rezeptor tritt
bereits nach Sminiitiger mechanischer Reizung an den Zell-Zell-Grenzen und den
Fokalkontakten auf. Eine Kolokalisation zwischen E-Cadherinen und EGF-Rezeptoren
besteht ebenfalls, wobei sich allerdings Kontrolle und Streckung nicht unterscheiden.
Funktionelle Interaktionen: Eine mechanische Stimulation fiihrt zu einer transienten
Aktivierung des EGF-Rezeptors (Aktivititsmaximum: 5min) und der MAP-Kinase ERK1/2
(Aktivitditsmaximum: 15min). Diese streckungsinduzierte Aktivierung von ERKI1/2 wird
sowohl durch die Blockierung der B1-Integrine und E-Cadherine als auch durch die Inhibition
des EGF-Rezeptors unterbunden. Weiterhin hemmt die Blockierung der Adhésionsmolekiile
die Aktivierung des EGF-Rezeptors. Dies spricht fiir die Transaktivierungs-Theorie des EGF-

Rezeptors durch die f1-Integrine und E-Cadherine.
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Die Zellstrukturen und viele zellulire Prozesse werden durch eine zellintern erzeugte
Grundspannung im Zytoskelett aufrechterhalten. Ohne eine Verankerung der Zelle an der
ECM oder den Nachbarzellen, was durch die Blockierung der B1-Integrine und E-Cadherine
erreicht wird, bricht dieses fein ausbalancierte System zusammen; die Zytoskelett-Elemente

F-Aktin, Intermediar-Filamente und Mikrotubuli zerfallen.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit wird ersichtlich, welche enorme Bedeutung den
Adhisionsrezerptoren — Bl-Integrine und E-Cadherine — fiir die Formstabilitit und die
funktionellen Eigenschaften der Zelle zukommt.

Ein Ausfall dieser Adhdsionsmolekiile beeintrachtigt sowohl die Form der Zelle
(Adhésionsvorginge und Tensigrity-Modell) als auch die Transduktion von Umweltreizen
durch die Plasmamembran, z.B. einer mechanischen Stimulation, die letztendlich das
Uberleben der Zelle und die Proliferation bestimmt.

Daher wire denkbar, das die Ergebnisse dieser Grundlagenforschung in Zukunft zur

Behandlung von Hautkrankheiten herangezogen werden konnen.
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