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1 EINLEITUNG 

1.1 PROTEOLYSE 

Der Vorgang der Proteolyse dient der Aufrechterhaltung der Protein-Homöostase. Die 

Proteolyse zählt zu den bedeutendsten posttranslationalen Modifikationen, da sie eine 

irreversible Modifikation darstellt. Dabei schneiden proteolytisch-aktive Proteine, 

Proteasen oder Sheddasen genannt, andere Proteine und können so deren Aktivität 

regulieren. Es entstehen bei diesem Vorgang kleinere metabolisch-aktive Proteine. Es ist 

eine Vielfalt an Proteasen mit einer beeindruckenden Funktionsvielfalt beschrieben.1 Eine 

Gruppe von Proteasen mit besonderer Bedeutung für viele physiologische sowie 

pathophysiologische Prozesse sind die Disintegrin-ähnlichen Metalloproteasen. 

1.2 DISINTEGRIN-ÄHNLICHE METALLOPROTEASEN 

Die Mitglieder der Familie der Disintegrin-ähnlichen Metalloproteasen kurz ADAMs 

(a disintegrin and metalloprotease) sind transmembrane Typ I-Glykoproteine, welche 

sich durch eine Disintegrin- und eine Metalloprotease-Domäne auszeichnen. Diese zwei 

Domänen ermöglichen es den ADAMs Transmembranproteine – ihre Substrate - an der 

Zelloberfläche zu schneiden. Innerhalb der Gruppe der Zink-abhängigen 

Metalloproteasen gehören die ADAMs zu den Metzinkinen. Charakteristisch für 

Vertreter der Metzinkine ist ein konservierter Methionin-Rest und ein 

Zinkbindungsmotiv mit drei Histidin-Resten (HExxHxxGxxH) im aktiven Zentrum und 

sie gliedern sich in vier Untergruppen: Matrix-Metalloproteasen (MMPs), Astacine, 

Serralysine und Adamalysine, wobei ADAMs den Adamalysinen zugeordnet werden.2,3 

Mitglieder der ADAM-Familie wurden bereits in einer Vielzahl von Spezies 

nachgewiesen wie zB. in Drosophila melanogaster, in der Maus und im Mensch, dabei 

wurden im Menschen bisher 21 ADAM-Gene beschrieben. Darunter sind 13 ADAMs, 

die als proteolytisch-aktiv gelten (ADAM1, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30, 33).4 

Die am besten charakterisierten Vertreter der proteolytisch-aktiven Proteasen sind 

ADAM10 und ADAM17. Die in vivo-Funktionen dieser Sheddasen sind auf der einen 

Seite physiologischer Natur, so sind sie bei Prozessen wie der Signaltransduktion, 

Zellteilung, Zelldifferenzierung, Zellmigration, Neurogenese und Angiogenese beteiligt. 

Auf der anderen Seite wurden die ADAMs auch mit pathophysiologischen Prozessen wie 

bei der Alzheimer´schen Erkrankung, der Modulation von Entzündungsreaktionen und 

mit der Entwicklung von Krebserkrankungen assoziiert.5,6 



Einleitung 

2 

1.2.1 STRUKTUR VON ADAM10 UND ADAM17 

Strukturell werden die ADAMs durch verschiedene Domänen definiert, dabei weisen die 

Proteasen ADAM10 und ADAM17 eine hohe Ähnlichkeit auf. Beide Proteasen zählen 

zu den ́ atypischen´ ADAMs: Der N-Terminus beginnt mit einer Prodomäne (PD), gefolgt 

von der Metalloproteasen (MD)-, Disintegrin (DD)-, Cysteinreiche (CRD)-, der 

Transmembran (TMD)- sowie der zytoplasmatischen Domäne (ZD; Abbildung 1, 2).7 Die 

Prodomäne von ADAM10 ist als natürlicher Inhibitor der proteolytischen Aktivität 

beschrieben.8 Darauf folgt eine katalytisch-aktive Metalloprotease-Domäne, die die 

enzymatische Spaltung von Substraten vermittelt. Diese Domäne enthält das 

Zink-bindende Multi-Histidin-Motiv, welches ADAM10 und -17 von nicht 

katalytisch-inaktiven ADAMs unterscheidet.9 In ADAM17 wird ein Teil der DD-Domäne 

und die gesamte CRD-Domäne als membranproximale Domäne bezeichnet (MPD; 

Abbildung 1). Die MPD ist an der Regulation der proteolytischen Aktivität der Protease 

beteiligt, während das Substraterkennungsmotiv bei ADAM10 in der CRD-Domäne 

enthalten ist.10–12 Darauf folgt eine Stalk-Domäne bei ADAM10, die kürzlich von unserer 

Arbeitsgruppe als Interaktionsdomäne mit der Plasmamembran identifiziert wurde 

(unveröffentlichte Daten). Die homologe Domäne in ADAM17 ist die Conserved 

ADAM17 dynamic interaction sequence (CANDIS).13 Für die CANDIS in ADAM17 

wurde gezeigt, dass sie mit der Plasmamembran interagiert und an der 

Substrat-Erkennung beteiligt ist.13,14 Die Struktur von ADAM10 und ADAM17 endet am 

C-Terminus mit einer zytoplasmatischen Domäne (Abbildung 1, 2). 

 

ABBILDUNG 1 - SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER DOMÄNENSTRUKTUR VON ADAM10 UND -17 
Die katalytisch-aktiven Mitglieder der ADAM-Familie bestehen aus einer Prodomäne, einer 
Metalloproteasen-, eine Disintegrin-, einer Cysteinreichen bzw. Membran-proximale-, einer flexible Stalk 
bzw. conserved ADAM seventeen dynamic interaction sequence (CANDIS)-, einer Transmembran- und 
eine zytoplasmatische Domäne. Bei ADAM10 und-17 handelt es sich um transmembrane Typ-I-
Glykoproteine, der C-Terminus (C-Term) befindet sich im Zytoplasma während der N-Terminus (N-Term) 
in den extrazellulären Raum ragt. Die gestrichelten grauen Linien und der hellblaue Bereich stellen die 
Plasmamembran dar. 
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1.2.2 FUNKTION VON ADAM10 UND ADAM17 

Die Hauptfunktion der ADAMs ist ihre proteolytische Aktivität. Die Auswirkung dieser 

Funktion definiert sich durch das zu prozessierende Substrat und den Aktivierungsstatus 

der Protease (Abbildung 2). Die Vielzahl an Substraten ist enorm, für ADAM10 und 

ADAM17 konnten bereits über 40 bzw. 80 beschrieben werden.15 Dabei handelt es sich 

sowohl um transmembrane Typ I- und II-Glykoproteine als auch um 

Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine, die stets im juxtamembranen 

Bereich geschnitten werden, wobei die Schnittstelle nicht durch eine übereinstimmende 

Sequenz definiert ist.16 Als Substrate wurden unter anderem Zytokine, 

Adhäsionsmoleküle, Wachstumsfaktoren und Rezeptoren identifiziert. Darunter sind 

einige Substrate, die durch verschiedene Proteasen prozessiert werden können und 

andere, die spezifisch nur von einer Protease gespalten werden. Einige ausgewählte 

Substrate sind im Folgenden aufgelistet. 

 

Tabelle 1 – ADAM Substrate 

Substrat Protease Funktion/Referenz 

APP ADAM10 Neuroprotektion17 

Betacellulin ADAM10 Proliferation, Migration, Differenzierung18 

CX3CL1 (Fraktalkin) ADAM10/17 Adhäsion, Chemoattraktant19–21 

Klotho ADAM10/17 Glucosehomöostase, Anti-Aging22 

L-Selektin (CD62L) ADAM17 Adhäsion23 

Notch ADAM10 Embryonale Entwicklung24 

TGFα  ADAM17 Proliferation, Migration, Differenzierung23 

TNFα ADAM17 Inflammation25,26 

TNFα-Rezeptor Typ I ADAM17 Anti-Inflammation27 

 

Die hohe Anzahl von Substraten mit unterschiedlichen zellbiologischen Funktionen zeigt, 

dass ADAM10 und ADAM17 bei vielen physiologischen und pathologischen Prozessen 

entscheidende Rollen zugeschrieben werden.16,28,29 

ADAM17 wurde zunächst als TNF alpha converting enzyme (TACE) bekannt, da es die 

membrangebundene Proform des Zytokins tumor necrosis factor (TNFα) spaltet und 

somit das lösliche und aktive TNFα freisetzt,25 das systemisch als proinflammatorisches 

Molekül wirkt und u.a. dazu führt, dass Immunzellen zum Entzündungsherd migrieren. 
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Weiterhin ist ADAM17 für die proteolytische Spaltung verschiedener Rezeptoren wie 

z.B. der TNF-Rezeptoren (TNFR) 1 und 2 verantwortlich. Die Regulation des TNFR an 

der Zelloberfläche kann zu unterschiedlichen Effekten führen: Auf der einen Seite führt 

die Abspaltung der Ektodomäne unter anderem zu einer Desensibilisierung der Zellen 

gegenüber TNFα. Auf der anderen Seite kommt es damit zu einer Abschwächung der 

Immunantwort.23,30,31 

Eine essentielle Rolle spielt ADAM17 auch bei der vom epidermal growth factor 

receptor (EGFR)-vermittelten Signaltransduktion. Die Aktivierung des EGFRs hat eine 

Phosphorylierung der mitogen activated protein (MAP)-Kinasen extracellular-signal 

regulated kinase (ERK) zur Folge, was wiederum zu Zellproliferation, Zellwachstum 

oder Differenzierung führt (siehe auch Abbildung 7).32 Die Liganden des EGF-Rezeptors 

sind als inaktive Vorläuferproteine in der Membran verankert. Nachdem diese durch 

ADAM10 oder -17 geschnitten und damit freigesetzt wurden, kommt es zur Aktivierung 

des EGF-Rezeptors.33,34 

In ADAM17-defizienten Mauslinien wird die Bedeutung von ADAM17 als 

hauptsächliche Sheddase von EGFR-Liganden offensichtlich: Die Mäuse weisen eine 

gestörte Entwicklung u.a. des Darms, der Augen oder des Herzens auf,23 die vergleichbar 

mit dem Phänotyp der EGFR-defizienten Maus sind.35,36 Diese gravierenden Defekte sind 

letal und führen in der ADAM17-defizienten Maus zum Tod zwischen Embryonaltag 

E17,5 und der Geburt. Interessanterweise führt eine homozygote Deletion im 

ADAM17-Gen im Menschen, anders als bei Mäusen, nicht zu Letalität, aber zu schweren 

Haut- und Darmkrankheiten.37 

ADAM10 spielt eine essentielle Rolle während der frühen Embryogenese indem es den 

Notch-Signalweg kontrolliert.38 Der Phänotyp von ADAM10-defizienten Mäusen ähnelt 

daher dem von Notch-defizienten.39,40 ADAM10-defiziente Mäuse sterben bereits am 

Embryonaltag E9,5 und weisen eine gestörte Entwicklung des Herzens und des 

Zentralnervensystems auf.41 

Neben Notch spaltet ADAM10 auch das neurologisch-bedeutende amyloid precursor 

protein (APP), das in der Alzheimer-Krankheit eine essenzielle Rolle spielt (siehe 

Alzheimer-Krankheit). 

Zudem ist ADAM10 als primäre Protease für Adhäsionsmoleküle beschrieben.42–44 Dabei 

kann die Aktivität von ADAM10 Zell-Zell-Kontakte und die Interaktion mit Immunzellen 
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regulieren. Das Shedding von dem Adhäsionsmolekül VE-Cadherin beispielsweise 

erhöht die Permeabilität von endothelialen Zellen und die Migration von T-Zellen.42 

Außerdem ist Leukozyten (L)-Selektin, das auf Leukozyten exprimiert wird und von 

ADAM10 reguliert wird für das sogenannte rolling, der Initiierung der 

Zell-Zell-Interaktion von Leukozyten mit Endothelzellen, verantwortlich.45 

Ein weiteres Substrat, dem u.a. eine essenzielle Rolle in der Interaktion mit dem 

Immunsystem zukommt und in dieser Arbeit untersucht wurde, ist das transmembrane 

Chemokin CX3CL1 (Fraktalkin). In seiner Membran-gebundenen Form vermittelt es 

Zelladhäsion und ist auf der Oberfläche von Endothelzellen exprimiert. Unter 

inflammatorischen Bedingungen ist Fraktalkin auf der Zelloberfläche hochreguliert.46,47 

Der entsprechende Fraktalkin-Rezeptor (CX3CR1) ist u.a. auf Immunzellen wie 

Monozyten, natürlichen Killerzellen oder T-Lymphozyten exprimiert. Die 

Fraktalkin-Rezeptor-Interaktion übernimmt zusammen mit anderen Molekülen eine 

wichtige Funktion bei der Erkennung und Interaktion der Immunzellen an der 

Endothelwand. Die proteolytische Spaltung dieses Moleküls beeinflusst also die 

Immunzellrekrutierung bei inflammatorischen Prozessen. Sowohl ADAM10 als auch 

ADAM17 wurde die Fähigkeit zugeschrieben, Fraktalkin zu prozessieren.19,48 Die 

Interaktion mit dem Immunsystem ist allerdings nur eine der beschriebenen Funktionen 

von Fraktalkin, denn auch in Krebserkrankungen spielt es eine Rolle. Eine erhöhte 

Fraktalkin-Expression wurde mit einer verschlechterten Brustkrebs-Diagnose 

assoziiert.49 Weiterhin ist der Fraktalkin-Rezeptor auch in Krebszellen exprimiert und 

positiv mit der Krebszellenüberlebensrate korreliert worden. Letzteres kann zur Folge 

haben, dass nicht nur Immunzellen zum Ort der Entzündung rekrutiert werden, sondern 

auch Tumorzellen.46 Weiterhin fungiert das geschnittene und freigesetzte Fraktalkin als 

Chemoattraktant und kann, durch den Aufbau eines chemotaktischen 

Konzentrationsgradienten, Immunzellen aber auch potenziell Tumorzellen 

heranziehen.50,51 Insgesamt zeigt Fraktalkin eine ambivalente Rolle mit 

anti-entzündlichen aber auch cancerogenen Funktionen. Am Beispiel von Fraktalkin und 

im Hinblick auf die große Vielfalt an Substraten wird deutlich, dass der proteolytische 

Prozess durch die ADAM-Proteasen einer genauen Regulation bedarf.  
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1.2.3 REGULATION VON ADAM10 UND ADAM17 

Die Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 können auf vielfältige Art reguliert 

werden: Angefangen bei der Transkription über die Maturierung und den Transport der 

Proteasen an die Zelloberfläche bis hin zu physiologischen und unphysiologischen 

Aktivatoren bzw. Inhibitoren. 

ADAM10 und -17 werden als Proform, mit einer Prodomäne, exprimiert. Für ADAM10 

wurde gezeigt, dass die Prodomäne als rekombinantes Protein an die katalytische Domäne 

binden und ADAM10-vermitteltes Shedding inhibieren kann.8 Auch die Prodomäne von 

ADAM17 wird als potenzieller Inhibitor angesehen, obwohl sie im Vergleich eine sehr 

viel geringere Affinität zur katalytisch-aktiven Domäne von ADAM17 aufweist52,53 

(Abbildung 2). Die Prodomänen der ADAMs werden jeweils während des Transfers 

durch den Golgi-Apparat von Pro-Proteinkonvertasen geschnitten.7,54,55 Die Abspaltung 

der inhibitorischen Prodomäne, bei der die mature ADAM-Form entsteht, ist allerdings 

nicht ausreichend für die Aktivierung von ADAM10 und -17.56,57 Der Transport der 

ADAMs durch die verschiedenen Zellkompartimente und schließlich an die Zellmembran 

wird durch unterschiedliche Adaptorproteine unterstützt. Den Transport von ADAM17 

begleiten sogenannte iRhoms, für die unter anderem gezeigt wurde, dass sie intrazelluläre 

Signale an ADAM17 weiterleiten können.58,59 Bei ADAM10 sind Tetraspanine mit der 

Protease assoziiert, die bei der Reifung und dem Transport an die Zelloberfläche eine 

Rolle spielen.60,61 

Sobald die Protease an der Zelloberfläche lokalisiert ist, kann sie ihre Substrate 

schneiden. Grundsätzlich wird zwischen konstitutivem und induzierbarem Shedding 

unterschieden. Die induzierbare Freisetzung kann durch unphysiologische und 

physiologische Stimuli ausgelöst werden. Physiologische Faktoren u.a. 

Wachstumsfaktoren, Zytokine, eine Reihe von äußeren Faktoren wie Substanzen aus der 

Nahrung oder ein hypoxisches Mikromilieu (siehe Einfluss von äußeren Faktoren auf die 

Regulation) sind beschrieben, die Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 beeinflussen 

zu können. Unphysiologische Faktoren wie der Phorbolester PMA oder der 

Kalzium-Ionophor Ionomycin werden regelmäßig zur Aktivierung von ADAM-Proteasen 

verwendet.62 Dabei ist der Mechanismus dieser Stimulantien, der letztendlich die 

Proteasen regulieren, relativ divers und noch nicht vollständig geklärt. 

Ionomycin-Behandlung führt z.B. zu einem Ca2+- Einstrom ins Zytoplasma, der zur 

Aktivierung der ADAMs führt. Dieser Vorgang ist allerdings wenig spezifisch und führen 

so zu einer Stimulation vieler ADAM-Proteasen. 
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Obwohl es wahrscheinlich erschien, dass der Aktivierungsmechanismus der ADAMs 

über die zytoplasmatische Domäne der ADAMs vermittelt wird, haben neueste 

Erkenntnisse dies widerlegt: Zum einen ist die zytoplasmatische Domäne von ADAM10 

und -17 nicht für die Aktivierung erforderlich.57,63 Zum anderen hat unsere Arbeitsgruppe 

für ADAM10 und -17 die Zellmembran als entscheidendes Regulationselement 

identifizieren können. Hier konnten wir zeigen, dass die Externalisierung von 

Phosphatidylserin an die äußere Zellmembran eine Interaktion mit den jeweiligen 

ADAM-Proteasen zur Folge hat, die den letztendlichen Shedding-Vorgang initiiert. 

Bisher konnte dieser Vorgang mit unterschiedlichen unphysiologischen Stimuli wie PMA 

oder Ionomycin beobachtet werden12 (unveröffentlichte Daten; Abbildung 2). Bei der 

Stimulation mit Ionomycin konnte weiterhin gezeigt werden, dass der Ca2+-Einstrom zu 

der Aktivierung von der Ca2+-abhängigen Scramblase Anoctamin-6 (ANO6) führt.64 

ANO6 scrambelt Phospholipide bidirektional und unspezifisch. Aufgrund der 

asymmetrischen Verteilung von Phosphatidylserin führt die Aktivierung von ANO6 zur 

Anreicherung von Phophatidylserin in der äußeren Zellmembran und ist so für eine 

Interaktion mit den ADAM-Proteasen verfügbar.65,66 

 

ABBILDUNG 2 – REGULATION VON ADAM10 UND -17 UND EKTODOMÄNEN-SHEDDING 
ADAM10 und -17 an der Zellmembran bestehen aus einer Metalloprotease (MD)-, einer Disintegin (DD)-, 
einer Cystein-reichen (CRD)- bzw. Membran-proximalen (MPD)-, einer Stalk- bzw. conserved ADAM 
seventeen dynamic interaction sequence (CANDIS)-, einer Transmembran (TMD)- und einer 
zytoplasmatischen Domäne (ZD). ADAM10 und -17 werden durch unterschiedliche Mechanismen aktiviert 
bzw. inhibiert (Regulation). Bei der Aktivierung wird Phosphatidylserin (rote Lipidköpfchen) mittels einer 
Scramblase an die äußere Zellmembran transloziert, dort interagiert die positiv-geladene Aminosäuren der 
MPD von ADAM17 bzw. Stalk-Domäne von ADAM10 mit dem negativ-geladenen Phosphatidylserin und 
es kommt zu einer konformellen Änderung der Proteasen, sodass der Shedding-Vorgang stattfinden kann. 
Dabei wird die Ektodomäne der Substrate in den extrazellulären Raum freigesetzt und das Fragment 
verbleibt in der Plasmamembran. 
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1.2.3.1 EINFLUSS VON ÄUßEREN FAKTOREN AUF DIE REGULATION 

Es wurden bereits eine Vielzahl von äußeren Faktoren identifiziert, die einen Einfluss auf 

die ADAM-Aktivität aufweisen: Angefangen bei Faktoren aus Nahrung über Substanzen, 

die während einer Entzündung oder Krankheit freigesetzt werden bis hin zu dem 

Zell-Mikromilieu. Im Folgenden sind einige Beispiele aufgeführt.  

Retinsäure, das Stoffwechselprodukt von Vitamin A (Retinol), das nicht köpereigen 

hergestellt werden kann, bindet als Transkriptionsfaktor an den ADAM10-Promotor. In 

vitro wurde eine gesteigerte ADAM10-mRNA-Expression beobachtet, die mit einer 

erhöhten APP-Prozessierung einhergeht. Daher wird Retinsäure eine potenzielle 

neuroprotektive Funktion im Hinblick auf die Alzheimer-Krankheit zugeschrieben.67–69 

Ungesättigte Fettsäuren wurden als Stimulatoren der Shedding-Aktivität von ADAM10 

und -17 beschrieben. Es wurde gezeigt, dass dies auf eine Erhöhung der Membranfluidität 

und damit eine bessere Substratverfügbarkeit zurückzuführen ist.70 Dabei wurde gezeigt, 

dass eine Fischöl-reiche Ernährung zu vermehrter ADAM10- und -17-Aktivität führt und 

mit anti-atherosklerotischer Wirkung assoziiert ist.71 

Zusätzlich zu Faktoren aus der Nahrung wurden auch Substanzen als Regulatoren 

identifiziert, die als Folge von Erkrankungen verstärkt auftreten. Ein Beispiel dafür ist die 

extrazelluläre Sphingomyelinase (SMase), die während Herz-Kreislauferkrankungen 

erhöhte Plasma- und Gewebslevel aufweist. Hier konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, 

dass SMase die ADAM17-Aktivität induziert und dadurch vermehrt TNF-Rezeptor 1 

freigesetzt wird, wodurch es zu einer verminderten Sensibilität gegenüber TNFα kommt. 

Folglich wird die Schutzfunktion der Zellen gesteigert und SMase könnte eine protektive 

Rolle bei Herz-Kreislauferkrankungen haben.72 

Weiterhin kann das Mikromilieu die Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 

beeinflussen. In diesem Zusammenhang wird u.a. die Sauerstoffverfügbarkeit als 

regulierender Faktor kontrovers diskutiert: Die Untersuchungen zu dem Einfluss der 

Sauerstoffverfügbarkeit auf die Regulation der Proteasen ADAM10 und -17 liefern 

unterschiedliche Ergebnisse. Sauerstoff ist essentiell für das Überleben und dient als 

terminaler Elektronenakzeptor bei der oxidativen Phosphorylierung in Mitochondrien 

wobei ATP entsteht. Eine verminderte Sauerstoffverfügbarkeit unterhalb einer kritischen 

Grenze wird allgemein als Hypoxie bezeichnet. Es gibt keine definierte 

Sauerstoffkonzentration, die einen hypoxischen Zustand beschreibt, denn der 
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physiologische Sauerstoffbedarf variiert von Gewebe zu Gewebe zwischen 1-11 %.73 Die 

Sauerstoffverfügbarkeit in einem gesunden Kolorektal Trakt beträgt beispielsweise unter 

1,5 % O2,74,75 während in der Leber 4–8 % O2 verfügbar ist.76,77 Daher wird von Hypoxie 

gesprochen, wenn die Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs) im Speziellen HIF-1α in 

Zellen oder Geweben nachgewiesen werden können. HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, 

der aus einer α- und einer β-Untereinheit besteht. Beide Untereinheiten werden 

konstitutiv exprimiert. Die β-Untereinheit wird im Zellkern exprimiert, während die 

α-Untereinheit im Zytoplasma unter Normoxie kontinuierlich abgebaut wird. Dabei wird 

die α-Untereinheit von sauerstoffabhängigen Prolyl-Hydroxylasen (PHD) hydroxyliert.78 

Daraufhin bindet das von Hippel-Lindau-Protein und es kommt zur Ubiquitinilierung und 

folglich zum proteolytischen Abbau. Unter hypoxischen Bedingungen wird die 

Hydroxylierung von HIF-1verhindert, HIF-1α stabilisiert und transloziert in den Zellkern, 

wo eine Dimerisierung mit der ß-Untereinheit stattfindet. Das aktive HIF-1-Heterodimer 

bindet an Promotorregionen von Hypoxie-Resonanz (HR)-Genen. Bislang wurden mehr 

als 100 Gene beschrieben, die von HIFs induziert werden.79 Um hypoxische Bedingungen 

in vitro zu simulieren können die sauerstoffabhängigen PHD inhibiert werden. Ein 

gängiger Inhibitor ist Cobaltchlorid (CoCl2; Abbildung 3).80 Durch die Inhibition der 

Hydroxylasen wird HIF-1α stabilisiert und die HR-Gene werden exprimiert.  

Interessanterweise tritt eine besonders niedrige Sauerstoffverfügbarkeit in vivo vor allem 

in Organen und Geweben von Typ-2-Diabetes mellitus-Patienten, Tumoren und 

Entzündungen auf.76,81–83 Diese wird durch ein gestörtes Gefäßnetzwerk, eine verringerte 

Blutversorgung oder eine unzureichende Neovaskularisation verursacht.84 Da in diesen 

pathologischen Zusammenhängen auch eine Beteiligung der ADAMs beschrieben wurde, 

ist die Untersuchung der ADAM-Aktivität unter hypoxischen Bedingungen besonders 

interessant.  

Mehrere Studien legen nahe, dass ADAM17 von HIF-1 reguliert wird. Unter hypoxischen 

Bedingungen (1 % O2) wurde gezeigt, dass die mRNA-Expression von ADAM17 in 

synovialen Zellen hochreguliert ist, dies korreliert mit einer erhöhten TNFα-Freisetzung. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass HIF-1 direkt an die Promotorregion von ADAM17 

bindet.85 Andere Studien unterstreichen, dass die Expression von ADAM17 durch 

Hypoxie induziert werden kann: Eine erhöhte Expression von ADAM17 in Tumoren 

wurde schon häufig beschrieben (siehe Krebserkrankungen & Hepatozelluläres 

Karzinom). In diesem Zusammenhang konnte eine Korrelation zwischen dem Grad der 

Hypoxie und der ADAM17-Expression hergestellt werden. Dabei führte eine moderate 
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Hypoxie (1 % O2) zu einer leichten Erhöhung der ADAM17-Expression, unter 0,1 % O2 

führte zu einer sehr viel stärkeren Induktion der Expression von ADAM17.86 

Es gibt jedoch auch Studien, die eine andere Regulation der ADAMs unter Hypoxie 

postulieren. In der humanen Neuroblastoma-Zelllinie SHSY-5Y führt eine chronische 

verringerte Sauerstoffverfügbarkeit (2,5 % O2) zu einer verminderten Proteinexpression 

von ADAM10 und ADAM17, wohingegen die Expression der Beta-Sekretase BACE1 

unverändert blieb. Dies korrelierte mit einer geringeren ADAM10-Aktivität. Auf die 

mRNA-Expression beider Metalloproteasen und BACE hatte die Hypoxie jedoch keinen 

Einfluss.87 Weiterhin konnte im Hippocampus und im Neokortex von Ratten eine 

herunterregulierte mRNA-Expression von ADAM17 durch Hypoxie beobachtet werden. 

In anderen Hirnarealen konnte hingegen keine veränderte Expression festgestellt 

werden.88  

Diese Studien zeigen, dass sowohl der Grad, die Dauer als auch die Zell- bzw. Gewebeart, 

in der die Hypoxie auftritt, einen Einfluss auf die Regulation von ADAM10 und -17 

haben. 

 

ABBILDUNG 3 – REGULATION VON HIF-1 DURCH SAUERSTOFFVERFÜGBARKEIT 
Bei einer hohen Sauerstoffverfügbarkeit von z.B. 21 % O2 (Normoxie) wird die α-Untereinheit des 
Hypoxie-induzierter Faktor (HIF) 1 an zwei spezifischen Prolyl-Resten von den sauerstoffabhängigen 
Prolyl-Hydroxylasen (PHD) hydroxyliert. Diese Hydroxylierung führt dazu, dass HIF-1α von dem von 
Hippel-Lindau-Protein (VHL) gebunden, ubiquitiniliert und folglich proteolytisch abgebaut wird. Bei 
reduzierter Sauerstoffverfügbarkeit (Hypoxie) sind die PHD gehemmt und die α-Untereinheit von HIF-1 
akkumuliert und wird in den Zellkern transportiert. Dort findet die Bindung mit der β-Untereinheit statt, 
das entstandene Heterodimer von HIF-1 reguliert als Transkriptionsfaktor Hypoxie-Resonanz (HR)-Gene. 
Durch den Einsatz von Cobaltchlorid (CoCl2) werden die PHD inhibiert und hypoxische Bedingungen auch 
unter hoher Sauerstoffverfügbarkeit simuliert. 
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1.3 REGULATION VON ADAMS IM PATHOPHYSIOLOGISCHEN KONTEXT 

Im Folgenden werden beispielhaft drei Erkrankungen vorgestellt, in denen die Regulation 

der ADAMs sehr wahrscheinlich entscheidend an den Symptomen und dem 

Krankheitsverlauf beteiligt ist. 

1.3.1 ALZHEIMER-KRANKHEIT 

Die Alzheimer-Krankheit ist eine fortschreitende, neurodegenerative Krankheit, die 

große Teile der Großhirnrinde und des Hippocampus betrifft und damit die am häufigsten 

vorkommende Form von Demenz verursacht. Die Prävalenz in der Bevölkerung von 

über 65 Jahren liegt bei 10-30 %. Dabei handelt es sich zumeist um die sporadische Form, 

bei der eine der Hauptcharakteristika die erhöhte Präsenz von Aß 

(ß-amyloid)-Fragmenten ist, die durch den Abbau von APP mittels BACE1 (β-site 

amyloid precursor protein cleaving enzyme) entsteht. Aβ-Peptide lagern sich zu 

extrazellulären Alzheimer-typischen Plaques zusammen, die neurotoxische Effekte 

aufweisen.89,90 Die konkurrierende APP-Prozessierung mittels ADAM10 hingegen führt 

zu neuroprotektiven, nicht-amyloiden Abbauprodukt (APPα)91–94 und damit spielt vor 

allem ADAM10 eine entscheidende Rolle bei der Reduktion der Bildung von Aβ-

Peptiden.95,96 Damit ist die Regulation bzw. die Aktivierung von ADAM10 ein 

vielversprechender Therapieansatz97,98 und jüngste Studien konnten durch Inhibition von 

ADAM10 Linderung der pathologischen Symptome der Alzheimer-Krankheit 

nachweisen.97,99 Diese und viele weitere therapeutische Ansätze führen allerdings noch 

nicht zu einer signifikanten Verbesserung des Gesundheitszustandes von 

Alzheimer-Patienten.100 Aus diesem Grund werden Faktoren untersucht, die schon 

während der Entstehung der Krankheit eine Rolle spielen könnten. Darunter wurden, 

neben genetischen Prädispositionen und dem Alter, auch eine Reihe von äußeren 

Faktoren identifiziert.101 Ein Faktor, der mit der Entstehung der Alzheimer-Krankheit 

assoziiert wird, kann unter dem Begriff „Lebensweise“ zusammengefasst werden: Eine 

Kombination aus hochkalorischer Nahrung, zu wenig physische Aktivität und dadurch 

resultierende Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas oder Typ-2-Diabetes mellitus 

(siehe Typ-2-Diabetes mellitus & Insulin-Signalweg) werden mit der 

Alzheimer-Krankheit in Verbindung gebracht.102 Ein konkreter Nahrungsbestandteil, der 

im Zusammenhang mit der Entstehung von Alzheimer diskutiert wird ist Glutamat.103,104 

Glutaminsäure bzw. ihre Salze, die Glutamate, kommen natürlicherweise in 

Nahrungsmitteln vor, werden aber auch exzessiv als Geschmacksverstärker zugesetzt.105 

Körpereigenes Glutamat und das durch die Nahrung aufgenommene Glutamat werden 
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gleichermaßen vom Körper aufgenommen und verstoffwechselt. Die Aminosäure spielt 

als Neurotransmitter im Gehirn eine wichtige Rolle und ist dort an z. B. der 

Gewichtsregulierung oder der Gedächtnisbildung beteiligt.106 Obwohl bei einer 

Glutamat-reichen Ernährung bisher keine erhöhte Glutamat-Konzentration im Gehirn 

festgestellt werden konnte,107,108 ist die Fähigkeit von Glutamat die Blut-Hirn-Schranke 

zu passieren umstritten. Besonders bei Patienten mit Vorbelastungen wie 

fortgeschrittenem Alter, einem Schlaganfall oder beginnender Alzheimer-Krankheit wird 

davon ausgegangen, dass sich die Charakteristika der Blut-Hirn-Schranke verändern und 

Glutamat in das Gehirn eindringen kann.109,110 Der Glutamat-Signalweg wurde schon 

häufig mit den pathologischen Vorgängen der Alzheimer-Krankheit in Verbindung 

gebracht.111–113 

Es wurde weiterhin gezeigt, dass Glutamat diverse Einflüsse auf die Regulation von 

ADAM10 und -17 hat. So wurde festgestellt, dass durch eine Kurzzeitstimulation 

Glutamat-Rezeptoren die Freisetzung von APPα-Fragmenten erhöht und die Bildung von 

Aβ-Peptiden reduziert wird. Diese Effekte basieren vermutlich auf einem erhöhten 

Transport und einer gesteigerten Shedding-Aktivität von ADAM10 an der 

Zelloberfläche.114–116 Wenn der Glutamat-Rezeptor allerdings über längere Zeit (> 24 h) 

stimuliert wird, kommt es zu einer Inhibition der α-Sekretasen117 und einer Erhöhung der 

amyloidogenen Prozessierung von APP zu Aβ-Peptiden.118–121 Es lässt sich also kein 

eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Glutamat-Signalweg und der Regulation der 

ADAM-Sheddasen im Hinblick auf die Alzheimer-Krankheit zu erkennen und weitere 

Studien werden benötigt. 

Ein weiterer Umweltfaktor, der seit längerer Zeit mit der Alzheimer-Krankheit in 

Verbindung gebracht und kontrovers diskutiert wird, ist Aluminium.122 

Aluminiumverbindungen sind natürlicherweise in vielen Nahrungsmitteln enthalten. Sie 

werden allerdings auch in Antitranspirantien, als Adjuvans in Impfstoffen und bei der 

Hyposensibilisierung eingesetzt.123 Inwiefern Aluminium aus der Umwelt vom Körper 

aufgenommen wird, ist sehr variabel: Über die Haut wird nur 0,01 - 0,06 % Aluminium 

aufgenommen.124,125 Die Absorbtion über den Magen-Darm-Trakt ist stark von 

unterschiedlichen Faktoren abhängig wie z.B. pH-Wert, Alter und Gesundheitszustand 

der Person.126 Weiterhin kann Aluminium die Blut-Hirn-Schranke passieren und so in das 

Gehirn gelangen.127 Aluminium hat die Eigenschaft Proteine zu komplexieren und wurde 

interessanterweise in einer erhöhten Konzentration in Gehirnen von Alzheimer-Patienten 

gefunden.128 Weiterhin wurde gezeigt, dass Aluminium neurotoxische Effekte 
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aufweist129,130 und häufig mit Aβ-Peptiden komplexiert vorliegt.131 In Tierversuchen 

wurde die Entstehung von Alzheimer-Pathologien nach intraventrikulärer Administration 

von Aluminiumverbindungen beobachtet.132,133 Wang et al. zeigten 2014 zudem, dass die 

Applikation von Aluminium-Maltol zu einer Erhöhung von Aβ-Peptiden im Gehirn von 

Ratten führt. Die gesteigerte Präsenz von Aβ-Peptiden ging mit einer erhöhten 

BACE1-Proteinexpression und einer reduzierten Expression der α-Sekretasen 

(ADAM10, -17, -9) einher.132 Die Aktivität der einzelnen Sekretasen wurde in dieser 

Studie allerdings nicht untersucht. Da die Proteinexpression der Proteasen nicht 

zwangsläufig mit der Shedding-Aktivität korreliert, bleibt die Frage, ob Aluminium die 

Aktivität der ADAMs beeinflusst und damit potenziell zu der Alzheimer-Krankheit 

beiträgt, bisher unbeantwortet. 

 

1.3.2 KREBSERKRANKUNGEN & HEPATOZELLULÄRES KARZINOM 

Neben der Alzheimer-Krankheit sind vor allem Krebserkrankungen beschrieben, in denen 

ADAMs eine wichtige Rolle spielen könnten. Dabei ist bekannt, dass ADAM17 bei einer 

Reihe von Tumoren wie Brust-, Eierstock-, Nieren-, Darm-, Prostata-, Kolorektal- und 

Leberkrebs überexprimiert ist und korreliert mit einer schlechten Prognose.134–137 

ADAM17 trägt durch die Freisetzung spezifischer Substrate wie der Wachstumsfaktoren 

HB-EGF oder TGFα über den EGFR-Signalweg zu der Tumorprogression bei.138,139 

Interessanterweise zeigen Studien, dass die Hemmung der ADAM17-vermittelten 

Freisetzung von TGFα die Größe von Tumoren in Mäusen verringert.140 Damit ist 

ADAM17 ein vielversprechendes Zielmolekül für therapeutische Ansätze und es wurde 

bereits gezeigt, dass die Behandlung von Brustkrebszelllinien mit anti-

ADAM17-Antikörpern zu einem Rückgang der Zellproliferation führt.141 Außerdem 

spaltet ADAM17 auch wichtige pro-inflammatorische Moleküle wie TNFα oder 

TNF-Rezeptor, die entzündliche Prozesse modulieren können, die meist mit 

Krebserkrankungen einhergehen.142  

Eine Überexpression von ADAM10 ist auch in einer Vielzahl von Tumorarten zu 

beobachten, darunter sind orale Plattenepithel-, Magen- und Leberkarzinome.143,144 Es 

wurde gezeigt, dass die Inhibition von ADAM10 durch einen anti-ADAM10-Antikörper 

zu einer Reduktion des Tumorwachstums führt.145,146 Dabei wird dem ADAM10-Substrat 

Notch eine wichtige Rolle bei der Tumorinitiierung zugeschrieben. In Krebsstammzellen 

wurde eine erhöhte Expression von ADAM10 im Zusammenhang mit einem verstärkten 
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Notch-Signalweg festgestellt. Der Notch-Signalweg trägt zu der Tumorprogression 

bei,147 indem sowohl Angiogenese148 als auch das Überleben von undifferenzierten 

Krebsstammzellen - die Tumorwachstum, Metastasenbildung und Chemoresistenz 

verursachen - gefördert werden.149,150 Durch Inhibition von ADAM10 im Mausmodell 

konnte gezeigt werden, dass der Notch-Signalweg gehemmt und die Tumorbildung 

reduziert wird.151 

Im Allgemeinen sind Krebserkrankungen mit einer Vielzahl von äußeren Faktoren 

assoziiert, einige davon wurden auch identifiziert, die Aktivität der ADAM-Sheddasen 

zu regulieren wie z.B. UV-Strahlung.152 Bemerkenswerterweise wurden die oben 

beschriebenen Substanzen Glutamat und Aluminium (siehe Alzheimer-Krankheit) auch 

mit Krebserkrankungen assoziiert.153,154 In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass 

der Glutamat-Spiegel in Seren und in Tumorgewebe von Krebspatienten erhöht ist.155,156 

Außerdem wird Glutamat als Wachstumsfaktor für Tumore diskutiert157,158 und 

Glutamat-Rezeptoren und entsprechende Signalwege sind in Tumoren hochreguliert.159 

Aluminium wurde hingegen vor allem mit der Inzidenz von Brustkrebs assoziiert.160,161 

Interessanterweise konnte bei Brustkrebs auch eine erhöhte Expression von ADAM17 

beobachtet werden.141 

Inwiefern der Einfluss von Glutamat und Aluminium auf die Tumorentstehung mit einer 

Regulation der ADAM-Sheddasen einhergeht, wurde bisher noch nicht untersucht. Im 

ersten Teil der Arbeit wurden daher Glutamat und Aluminium als mögliche Regulatoren 

der ADAM-Aktivität analysiert. 

Im zweiten Teil der Arbeit ist der Fokus auf die Regulation von ADAM10 und -17 in 

hepatozellulären Karzinomzellen gelegt. Das hepatozelluläre Karzinom (hepatocellular 

carcinoma kurz HCC) ist eine der häufigsten Krebserkrankungen und macht 6 % aller 

Tumore beim Mann und 3 % aller Tumore bei der Frau aus.162 Eine Vielzahl von 

Risikofaktoren für HCC sind identifiziert worden: Angefangen bei Hepatitis B und C, die 

in asiatischen und afrikanischen Ländern vermehrt vorkommen. Daher ist die Inzidenz 

von HCC in diesen Ländern besonders hoch.163 Doch das Aufkommen von HCC steigt 

auch in westlichen Ländern, dies scheint auf äußere Faktoren zurückzuführen zu sein wie 

erhöhten Alkoholkonsum und bestimmte Ernährungsformen wie hochkalorische bzw. 

zuckerreiche Nahrung.164 Interessanterweise haben Patienten, die an Typ-2-Diabetes 

mellitus leiden, ein zweifach erhöhtes Risiko für eine spätere Entwicklung eines HCC.165 

Eine beeinträchtigte Regulation des Insulin-Signalwegs scheint demnach eine essenzielle 
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Rolle für die Entstehung von HCC zu spielen (siehe Typ-2-Diabetes mellitus & Insulin-

Signalweg). 

Es wurde gezeigt, dass in HCC sowohl ADAM10 als auch -17 überexprimiert sind. 

Außerdem konnte die Relevanz der ADAMs durch entsprechende Inhibitionsversuche 

verdeutlicht werden. So wurde z. B. gezeigt, dass die Inhibition von ADAM17 zu 

verringerter Tumorentstehung und -invasion sowie Angiogenese führt.166 Im Jahr 2013 

veröffentlichten Yuan et al. eine Studie, die zeigte, dass durch Inhibition von ADAM10, 

die Proliferation, Invasion und Migration von der HCC-Zelllinie HepG2 eindeutig 

reduziert wurde.167 Diese Studien legen nahe, dass ADAM10 und -17 potenziell eine 

wichtige Rolle bei der Regulation der Entwicklung von HCC spielen. Dennoch wurde der 

Regulierungsmechanismus der ADAM-Aktivität in HCC, und durch welche Faktoren er 

beeinflusst ist, noch nicht näher untersucht. 

 

1.3.3 TYP-2-DIABETES MELLITUS & INSULIN-SIGNALWEG 

Typ-2-Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) ist einer der häufigsten Krankheiten in der 

westlichen Welt. Die Krankheitsentstehung ist mit einer Reihe von äußeren Faktoren 

assoziiert wie der Ernährung oder physische Aktivität. T2DM wiederum ist als 

Risikofaktor für viele Krankheiten beschrieben wie koronare Herzerkrankungen, die 

Alzheimer-Krankheit oder Krebserkrankungen.168,169 Eine mögliche Ursache dieser 

Folgeerkrankungen ist ein erhöhter Blutzuckerspiegel, die sogenannte Hyperglykämie, 

die als Symptom von T2DM auftritt.170 Hyperglykämie gilt als Hauptursache für 

Gewebsschäden in T2DM-Patienten und wurde als Ursache für koronare 

Herzkreislauferkrankungen und Krebserkrankungen bereits beschrieben.171,172 Als 

kompensatorische Reaktion auf die Hyperglykämie und die Insulinresistenz wird Insulin 

übermäßig in den β-Zellen des Pankreas produziert (Hyperinsulinämie), dies wird auch 

als mögliche Ursache für Folgeerkrankungen diskutiert. Besonders deutlich wird dies am 

Beispiel der Krebserkrankungen: Tumorzellen weisen eine erhöhte Expression von 

Insulinrezeptoren auf, wobei diese Zellen auch bei T2DM-Patienten keine 

Insulinresistenz entwickeln.173 Die Dysregulation von Insulin führt zu hochregulierten 

Insulinsignalwegen in Krebszellen. Dies resultiert u.a. in verstärkter Glucoseaufnahme 

und erhöhtem Zellwachstum, Proliferation und Migration von Tumorzellen und ist mit 

einer verschlechterten Patientenüberlebensrate assoziiert.174,175 Neuste Erkenntnisse einer 

Zwillingstudie zeigen, dass T2DM vor allem ein Risikofaktor für die Entwicklung von 

Rachen- Dünndarm- und Leberkarzinomen darstellt.176 
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Die Frage, inwiefern eine erhöhte Glucosekonzentration oder Insulinkonzentration die 

Aktivität von ADAM10 und -17 im Kontext von T2DM beeinflusst, wurde schon einige 

Male adressiert: Im Generellen wurde gezeigt, dass ADAM17 eine essenzielle Rolle bei 

der Insulinresistenz von T2DM spielt, da durch Behandlung mit dem ADAM17-Inhibitor, 

die Insulinsensitivität im Mausmodell wiederhergestellt werden konnte.177,178 Weiterhin 

konnte gezeigt werden, dass die renale ADAM17-Expression im diabetischen 

Mausmodell hochreguliert ist und ADAM17-vermittelte TNFα-Freisetzung durch 

Glucose in glatten Muskelzellen der Ratte aktiviert wird.179,180 Interessanterweise 

demonstrierten Li et al., dass hohe Glucosekonzentrationen (30 mM) zu einer erhöhten 

Gen- sowie Proteinexpression von ADAM17 führen, die über den PI3K/AKT-Signalweg 

und die Aktivierung von HIF1-α reguliert sind.181 

Über den Einfluss von einer hohen Glucosekonzentration auf die Aktivität von ADAM10 

ist noch nicht viel bekannt. Bei der diabetischen Retinopathie wird die Akkumulation von 

Aß-Peptiden in der Retina als mögliche Ursache diskutiert, die durch Verabreichung von 

Glucose gesteigert werden kann.182,183 Auf der anderen Seite konnte auch gezeigt werden, 

dass die Betacellulin-Freisetzung und die ADAM10-Expression in der Retina von 

Diabetes-Patienten erhöht ist.184 Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass eine erhöhte 

Glucosekonzentration bei T2DM sowohl die Aktivität von BACE1 als auch von 

ADAM10 beeinflussen könnte. 

Der Einfluss von einer Hyperinsulinämie auf die Regulation von ADAM10 und -17 

wurde 2007 zum ersten Mal von Chen et al. beschrieben. Sie demonstrierten, dass eine 

erhöhte Insulinkonzentration (1 µM) zu einer gesteigerten ADAM-vermittelten Klotho-

Freisetzung führt.185 Klotho wird von ADAM10 und -17 prozessiert und gilt als Regulator 

der Glucosehomöostase indem es u.a. den Insulinsignalweg blockiert mittels Inhibition 

der Phosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrats (IRS) und dadurch die nachfolgende 

Aktivierung von PI3K und AKT verhindert (siehe auch Abbildung 4).186 

Zusammengefasst deutet die existierende Literatur daraufhin, dass die Regulation der 

Aktivität von ADAM10 und -17 eine wichtige Rolle in dem Insulinsignalweg bzw. bei 

der Glucosehomöostase im Kontext von T2DM spielen könnte. 

Der Insulin-Signalweg ist komplex und umfasst eine Reihe von intrazellulären 

Signalmolekülen. Dieser findet vor allem in Adipozyten, glatten Muskelzellen und 

Hepatozyten statt, da diese Zellen die größte Anzahl an Insulinrezeptoren exprimieren.187 

Nach der Aktivierung, Dimerisierung und Autophosphorylierung des Insulinrezeptors 
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werden zwei Hauptsignalwege initiiert: Zum einen wird der PI3K/AKT-Signalweg 

aktiviert, der zu Translokation von Glucose-Transportern an die Zelloberfläche führt und 

damit die Glucosehomöostase reguliert. Weiterhin ist dieser Signalweg in Glykogen- und 

Proteinsynthese involviert. Zum anderen wird der Ras/MAPK-Signalweg aktiviert, der 

zu Zellwachstum, Proliferation und Inflammation führt. Im physiologischen Kontext bei 

einer abgestimmten Glucose- und Insulinregulation gleichen sich diese beiden 

Signalwege gegenseitig aus.188 Sobald es jedoch zu einer Dysregulation wie z.B. durch 

Hyperglykämie, daraus resultierende Insulinresistenz und Hyperinsulinämie kommt, 

nimmt der PI3K/AKT-Signalweg ab und der Ras/MAPK-Signalweg gewinnt die 

Überhand. Diese Verschiebung führt zu gesteigertem Zellwachstum, Proliferation und 

Inflammation und trägt auf lange Sicht zu schweren Folgeerkrankungen von 

T2DM-Patienten bei.189 

 

ABBILDUNG 4 – PHYSIOLOGISCHER UND PATHOPHYSIOLOGISCHER INSULIN-SIGNALWEG 
In insulinsensitiven Zellen führt die Aktivierung des Insulinrezeptors zu einem parallelen und 
ausgewogenen Insulin-Signalweg über den PI3K/AKT-Signalweg und den Ras/MAPK-Signalweg. Dabei 
führt der PI3K/AKT-Signalweg zu Glucoseaufnahme, Glykogen- und Proteinsynthese, während durch den 
Ras/MAPK-Signalweg proliferative und pro-inflammatorische Effekte vermittelt werden (links). 
Insulinresistenz, die hauptsächlich durch Hyperglykämie hervorgerufen wird, ist durch die 
Beeinträchtigung der PI3K-abhängigen Signalübertragung und eine daraus resultierende kompensatorische 
Hyperinsulinämie zur Aufrechterhaltung der Euglykämie gekennzeichnet. Dies führt zu einer übermäßigen 
Stimulation des nicht betroffenen Ras/MAPK-Signalwegs (rechts).  
AKT: Proteinkinasen B; GLUT1/4: Glucoserezeptor 1 o. 4; IRS: Insulinrezeptor-Substrat; MAPK: 
Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MEK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase; PI3K: Phosphatidylinositol-3-
kinase; Raf: Rat fibrosarcoma- Onkoprotein; Ras: Rat sarcoma -Onkoprotein. 
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2 FRAGESTELLUNG 

In Anbetracht der Vielzahl an Erkrankungen, die mit einer Dysregulation der 

ADAM-Aktivität assoziiert werden, wird deutlich, dass die Regulation der Proteasen 

höchstwahrscheinlich eine essenzielle Rolle bei der Krankheitsentstehung innehat. Die 

Untersuchung der Regulationsmechanismen dieser Proteasen ist damit ein wichtiges 

Forschungsfeld. 

Bei der Entstehung von Erkrankungen wie Alzheimer-Krankheit oder Typ-2-Diabetes 

mellitus spielen auch äußere Faktoren eine Rolle, die aus der Nahrung oder der 

Umgebung aufgenommen werden können. Die Frage, inwiefern diese Faktoren einen 

Einfluss auf die Regulation der ADAM-Aktivität und damit potenziell auf den 

Krankheitsverlauf haben, stand im Fokus dieser Arbeit. 

Im ersten Teil wurde daher der Einfluss von ausgesuchten Faktoren auf die Aktivität von 

ADAM10 und -17 geprüft: Glutamat und Aluminiumverbindungen, die sowohl mit der 

Alzheimer-Krankheit als auch mit Krebserkrankungen assoziiert werden, wurden 

zunächst untersucht. Außerdem wurde der Einfluss von Glucose, die in erhöhter 

Konzentration als Risikofaktor für die Entstehung von Typ-2-Diabetes mellitus 

beschrieben ist, auf die ADAM-Regulation analysiert. 

Im zweiten Teil der Arbeit stand der Faktor Insulin im Fokus: Es wurde bereits 

beschrieben, dass Insulin die ADAM-Aktivität stimulieren kann. Die Untersuchungen mit 

Insulin zielten darauf ab, das vorhandene Wissen zu erweitern und den 

Regulierungsmechanismus zu verstehen. Dabei war die Kernfrage, ob eine Beteiligung 

der Zellmembran an der ADAM-Aktivierung durch Insulin von Bedeutung ist. Die 

Hypothese war, dass Insulin zu der Externalisierung von Phosphatidylserin an die äußere 

Zellmembran führt. Dort kommt es daraufhin zu einer Interaktion mit ADAM10 bzw. -17, 

die schließlich den Shedding-Vorgang initiiert. Darüber hinaus wurde die mögliche 

funktionelle Relevanz der Insulin-regulierten ADAM-Aktivität in Leberkrebszellen 

untersucht. 

Weiterführend sollten die Erkenntnisse über die Regulation der ADAM-Aktivität durch 

Insulin in pathologischem Kontext validiert werden: Die Regulation der ADAMs durch 

Insulin wurde daher unter hypoxischen Bedingungen untersucht, die in Geweben von 

T2DM-Patienten und Krebsgeweben vorherrschen. 
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3 MATERIAL & METHODEN 

3.1 VERBRAUCHSMATERIAL 

Tabelle 2 - Verbrauchsmaterial 

12-Well-Zellkulturplatten Sarstedt, Nümbrecht 

96-Well-Zellkulturplatten, lumox® Sarstedt, Nümbrecht 

Deckgläschen Menzel-Gläser, Braunschweig 

Einfrier-Behälter Nalgene® Mr. Frosty Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Frischhaltebox, luftdicht EMSA, Emsdetten 

Gel-Blotting-Papiere Whatman 1,5mm Carl Roth, Karlsruhe 

Mikro-Schraubröhre, 2 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrotiterplatten, 96-Well, flacher Boden, 
ELISA 

Greiner Bio One, Kremsmünster 

Objektträger superfrost® plus Menzel-Gläser, Braunschweig 

Pasteurpipetten Carl Roth, Karlsruhe 

Pipettenspitzen 1000, 200, 20 µl Sarstedt, Nümbrecht 

PureYield™ Midipräparation-Kit Promega, Wisconsin 

Reaktionsgefäße 2 ml, 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Roti®-PVDF-Membran, 0,45 μm Carl Roth, Karlsruhe 

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturflaschen, T75 Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturschalen ø 10 cm Sarstedt, Nümbrecht 

Zellschaber, 16cm, 25cm Sarstedt, Nümbrecht 

Zellzählkammern, SD100 Nexcelom Bioscience, Lawrence 

Zentrifugenröhrchen, 50 ml und 15 ml Sarstedt, Nümbrecht 
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3.2 CHEMIKALIEN & REAGENZIEN 

Tabelle 3 - Chemikalien und Reagenzien 

1,10-Phenanthrolin Carl Roth, Karlsruhe 

2-Mercaptoethanol  Carl Roth, Karlsruhe 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure (HEPES) 
Merck, Darmstadt 

3‐(4,5‐Dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐ 

Diphenyltetrazoliumbromide (MTT) 
Sigma-Aldrich, Natick 

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Sigma-Aldrich, Natick 

Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe 

Aluminiumchlorid (AlCl3) Merck, Darmstadt 

Aluminiumchlorid-Maltol (AlCl3-Maltol) Merck, Darmstadt 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth, Karlsruhe 

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe 

Annexin V – Alexa fluor 568 Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Biofreeze Einfriermedium Biochrom; Teil von Merck, Darmstadt 

Bisacrylamid Bio-Rad Laboratories, München 

Bromphenolblau Carl Roth, Karlsruhe 

Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) Sigma-Aldrich, Natick 

Calciumchlorid (CaCl2) Merck, Darmstadt 

Cobaltchlorid (CoCl2) Merck, Darmstadt 

Complete, Protease-Inhibitor-Mix Roche, Penzberg 

Diazabicyclooctane (DABCO) Carl Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Carl Roth, Karlsruhe 

Dithiothreitol (DTT) 
Fermentas; Teil von Thermo Fisher 

Scientific, Waltham 

DMEM  Thermo Fisher Scientific, Waltham 
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DMEM, ohne Glucose Thermo Fisher Scientific, Waltham 

ECL™ Select Western Blotting Detection 

Reagenzien 
GE Healthcare, Waukesha 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA) 
Carl Roth, Karlsruhe 

Fetales Kälberserum (FKS)  PAA Laboratories, Cölbe 

Fraktalkin, human rekombinant Cell guidance systems, Cambridge 

GI254023X (GI) GlaxoSmithKline, London 

Glucose Carl Roth, Karlsruhe 

Glutaminsäure (L-) Sigma-Aldrich, Natick 

Glycerin Carl Roth, Karlsruhe 

GW280264X (GW) GlaxoSmithKline, London 

Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe 

Hypoxie-Gasgemisch 

1% O2, 10% CO2, 89% N2 
AIR LIQUIDE, Düsseldorf 

ImjectAlum™ Adjuvans Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Insulin, Insuman® Rapid Sanofi-Aventis, Frankfurt 

Ionomycin (IO)  Calbiochem; Teil von Merck, Darmstadt 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl)  Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth, Karlsruhe 

Kollagen aus Rattenschwanz Roche, Penzberg 

Lactadherin, bovine Haematologic Technologies, Essex 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck, Darmstadt 

Magnesiumhydroxide (MgOH2) Merck, Darmstadt 

Magnesiumsulfat (MgSO4)  Merck, Darmstadt 
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Marimastat (MM) Tocris Bioscience, UK 

Methanol (MeOH)  Carl Roth, Karlsruhe 

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 

Mowiol® 4-88 Calbiochem; Teil von Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth, Karlsruhe 

O-Phospho-L-Serin (OPS) Sigma-Aldrich, Natick 

p-Nitrophenylphosphat (pNPP) Tabletten Sigma-Aldrich, Natick 

Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt 

Penicillin/Streptomycin, 100x  PAA Laboratories, Cölbe 

Phosphatase-Inhibitor-Mix, PhosStop Roche, Penzberg 

Phosphocholin (PC) Sigma-Aldrich, Natick 

Proteinmarker, Color Protein Standard, Broad 

Range 
New England BioLabs, Hitchin 

Proteinquantifizierungsreagenz (Pierce™ 

660nm) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid 

37, 5:1) 
Carl Roth, Karlsruhe 

RPMI 1640 PAA Laboratories, Cölbe 

Saccharose Carl Roth, Karlsruhe 

Salzsäure, rauchend (HCl) Carl Roth, Karlsruhe 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe 

Transfektionsreagenz, Turbofect  
Fermentas; Teil von Thermo Fisher 

Scientific, Waltham 

Tricin Carl Roth, Karlsruhe 

Tris Carl Roth, Karlsruhe 

Triton-X-100 Carl Roth, Karlsruhe 
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Trypanblau  Sigma-Aldrich, Natick 

Trypsin, 2,5 % Biochrom; Teil von Merck, Darmstadt 

Trypsin-EDTA, 10x  PAA Laboratories, Cölbe 

Trypton/Pepton aus Casein Carl Roth, Karlsruhe 

Turbofect, Transfektionsreagenz Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Tween20 Carl Roth, Karlsruhe 

Wortmannin (WM) Merck, Darmstadt 

  

3.3 GERÄTE 

Tabelle 4 - Geräte 

-80°C-Schrank Forma 900 Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Absaug-Pumpe, BVC professional Vacuubrand, Wertheim 

Absorption-Reader EL800 BioTek Instruments, Bad Friedrichshall 

Analysewaage S-603 Denver Instruments, Göttingen 

Analysewaage XS205 Mettler Toledo, Gießen 

Brutschrank HERA cell 150 Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Durchflussmessgerät, Flow Meter Billups-Rotheberg, Del Mar 

Einkanalpipetten Brand, Wertheim 

Fluoreszenzmikroskop, Axiovert mit Kamera 

200M und Filter A350/A488/A595 
Carl Zeiss, Jena 

Fluoreszenz-Reader, Infinite® M Plex Tecan Trading, Männerdorf 

Fotodokumentationsanlage, BioDocII Biometra, Jena 

Heizblock, Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 

Hypoxie-Kammer, Modular incubator 

chamber 
Billups-Rotheberg, Del Mar 

Kippschüttler, Unitwist RT Unieuip, Planegg 

Lichtmikroskop, invers Hund, Wetzlar 
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Luftsauerstoff-Messgerät, COX-100 GHM Messtechnik, Erolzheim 

Magnetrührer CB162 Bibby Scientific, Staffordshire 

Multi-Imagingsystem Fusion FX7 PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

PerfectBlue™ Doppelgelsystem Twin S PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

PerfectBlue™ Gelsystem Mini Twin S PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

PerfectBlue™ Tank-Elektroblotter Web S PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

pH-Meter ph211 HANNA Instruments, Kehl am Rhein 

Rollentisch, RS-TR10 Phoenix Instruments, Garbsen 

Spannungsgeber EV231 PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

Spectrophotometer, Nanodrop 1000 PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

Sterilwerkbank Köttermann, Uetze/ Hänigsen 

Vortexer, Vortex Genie IKA, Staufen 

Wärmeschrank Memmert, Schwabach 

Wasseraufbereitungssystem TKA GenPure TKA, Niederelbert 

Wasserbad GFL1004 GFL, Burgwedel 

Zellzählgerät, Cellometer® Auto 1000 Nexcelom Bioscience, Lawrence 

Zentrifuge 5417R, Festwinkelrotor F45-30-11 Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5424, Festwinkelrotor F45-24-11 Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5810R, Ausschwingrotor A-4-62 Eppendorf, Hamburg 

 

3.4 ELISA 

Tabelle 5 - ELISA 

Human CX3CL1/Fraktalkin DuoSet R&D Systems, Minnesota 

Human TGF-alpha DuoSet R&D Systems, Minnesota 

Human TNF RI/TNFRSF1A DuoSet R&D Systems, Minnesota 
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3.5 ANTIKÖRPER 

3.5.1 PRIMÄRE ANTIKÖRPER 

Tabelle 6 - Primäre Antikörper 

 

3.5.2 SEKUNDÄRE ANTIKÖRPER 

Tabelle 7 - Sekundäre Antikörper 
Bezeichnung/ 

Antigen 

Firma Gekoppelt mit Verdünnung WB 

Ziege-α-

Kaninchen IgG 

Jackson 

ImmunoResearch, West 

Grove 

Horseradish 

peroxidase (HRP) 
1:10000 

Ziege-α-Maus 

IgG 

Jackson 

ImmunoResearch, West 

Grove 

Horseradish 

peroxidase (HRP) 
1:10000 

Bezeichnung/ Antigen Firma 
Immunisierte 

Spezies 

Verdünnung 

WB 

ADAM10, AB19026 Merck, Darmstadt Kaninchen 1:1000 

ADAM17, AB19027 Merck, Darmstadt Kaninchen 1:1000 

AKT 
Cell Signaling 

Technology, Frankfurt 
Kaninchen 1:1000 

GAPDH 
Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas 
Kaninchen 1:1000 

HIF1-alpha 
BD Biosciences, New 

York 
Maus 1:500 

Insulin Rezeptor ß (IRß) 
Cell Signaling 

Technology, Frankfurt 
Maus 1:1000 

ERK 
Cell Signaling 

Technology, Frankfurt 
Kaninchen 1:1000 

N-Cadherin 
BD Biosciences, New 

York 
Maus 1:500 

Phospho-AKT (pAKT; 

S473) 

Cell Signaling 

Technology, Frankfurt 
Kaninchen 1:1000 

Phospho-ERK (pERK; 

T202/Y204) 

Cell Signaling 

Technology, Frankfurt 
Kaninchen 1:1000 

Tubulin Sigma-Aldrich, Natick Maus 1:500 
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3.6 PLASMIDE 

Tabelle 8 - Plasmide 
Bezeichnung Vektor Bezug 

Betacellulin-AP  pAPtag5 (GenHunter) C. Blobel (HSS, New York) 

TGF-alpha-AP  pAPtag5 (GenHunter) C. Blobel (HSS, New York) 

 

3.7 SOFTWARE 

Tabelle 9 - Software 
Adobe Photoshop CS4 Extended Adobe Systems, San Jose 

AxioVision 4.8.2 Carl Zeiss, Jena 

GraphPad Prism 7 GraphPad Software, Kalifornien 

FluoView FV10-ASW 4 Olympus, Chelmsford 

Fusion 15.17 Vilber Lourmat, Eberhardzell 

ImageJ 1.47m NIH, Baltimore 

Mendeley 1.8.3 Mendeley, London 

Microsoft Office 365 Microsoft, Washington 

 

3.8 ZELLLINIEN 

COS-7 

Die COS-7-Zelllinie (COS7) stammte aus Nierenzellen der afrikanischen grünen 

Meerkatze (Cercopithecus aethiops), die mit dem SV-40 Virus transformiert wurden. 

H4 

H4 ist eine epitheliale, neuronale Zelllinie, die aus dem Gehirn eines 37-jährigen 

kaukasischen Mannes mit einem Neurogliom gewonnen wurde. 

HaCaT 

Die Human adult low Calcium high Temperature Keratinocytes (HaCaT) Zellen sind 

spontan immortalisierte, nicht-kanzerogene Keratinozyten. Die Zelllinie entstand im 
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deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg 190 aus kultivierten Keratinozyten eines 

62-jährigen Mannes. 

HepG2 

HepG2 ist eine epitheliale Leberzellkarzinom-Zelllinie, die aus dem Lebergewebe eines 

15-jährigen kaukasischen Amerikaners mit einem Leberzellkarzinom gewonnen wurde. 

HT-29 

HT-29 (HT29) ist eine kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie mit epithelialen 

Eigenschaften, die aus einem primären kolorektalen Adenokarzinom 2. Grades einer 44-

jährigen kaukasischen Frau gewonnen wurde. 

HuH-7 

HuH-7 (HuH7) ist eine epitheliale Leberzellkarzinom-Zelllinie, die 1982 von einem 

Lebertumor bei einem 57-jährigen japanischen Mann entnommen wurde 191. 

SH-SY5Y (SHSY) 

Die epitheliale neuronale Zelllinie SH-SY5Y (SHSY) wurde aus dem Rückenmark eines 

4-jährigen kaukasischen Mädchens mit einem Neuroblastom gewonnen.  

THP-1 

Die monozytäre Zelllinie THP-1 (THP1) wurde aus Monozyten von einem einjährigen 

Patienten mit akuter monozytärer Leukämie gewonnen 192. Es handelt sich um 

Suspensionszellen, die verwendet werden, um in vitro Eigenschaften von Monozyten zu 

untersuchen. 
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3.9 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 

3.9.1 KULTIVIERUNG VON ZELLEN  

Sämtliche Zellen wurden bei 37 °C unter 5 % CO2 und in wasserdampfgesättigter 

Atmosphäre in einem Brutschrank kultiviert. Mit Ausnahme der THP1-Zellen wurden in 

dieser Arbeit ausschließlich adhärente Zellen verwendet, die in Zellkulturschalen (ø 10 

cm) mit 10 ml DMEM-Medium mit Zusätzen kultiviert wurden. Die verwendeten Medien 

wurden steril bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch in einem Wasserbad auf 37 °C erwärmt. 

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter einer Sterilwerkbank durchgeführt. Die 

Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90 % passagiert. Hierfür wurde das Medium 

entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin-EDTA mehrere Minuten 

bei 37°C inkubiert, bis sie sich von der Zellschale ablösten. Um das proteolytisch aktive 

Trypsin abzustoppen, wurden die Zellen in 5 ml Kulturmedium mit Zusätzen 

aufgenommen und bei 200 xg für 5 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurden die 

Zellen in frischem Kulturmedium mit Zusätzen resuspendiert und subkultiviert. Die 

THP1-Zellen sind Suspensionszellen und wurden in Kulturflaschen mit 50 ml RPMI-

Medium mit Zusätzen kultiviert. Bei einer zu hohen Zelldichte wurde die gewünschte 

Menge an Zellsuspension abgenommen wie bei den adhärenten Zellen zentrifugiert und 

ein Teil der Zellen in frischen 50 ml RPMI-Medium mit Zusätzen in eine neue 

Zellkulturflasche überführt. Für Stimulationsversuche wurde zunächst die Konzentration 

der Zellsuspension mittels eines Zellzählgeräts bestimmt (siehe3.9.2) und die Zellen 

wurden in einer Konzentration von 3 x 105 Zellen pro Well-Vertiefung in 12-Well-

Zellkulturplatten oder 96-Well-lumox®-Platten in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen 

pro Well-Vertiefung ausgesät. 

Kulturmedium mit Zusätzen 

10 % FKS (v/v)  

100 U/ml Penicillin  

100 μg/ml Streptomycin 

in DMEM- oder RPMI-Kulturmedium 

PBS 

pH 7,2 

137 mM NaCl  

2,7 mM KCl  

1,8 mM KH2PO4  

10,1 mM Na2HPO4 

Trypsin-EDTA 1-fach Trypsin-EDTA in PBS 
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3.9.2 ZELLZAHLBESTIMMUNG 

Für die Zellzahlbestimmung wurden die adhärenten Zellen, wie bereits beschrieben, 

mittels Trypsin-EDTA abgelöst und mit 5 ml Kulturmedium mit Zusätzen versetzt. Die 

Zellsuspension wurde mit einer Trypanblau-Lösung (0,2 %) 1:1 vermischt und in eine 

Zellzählkammer pipettiert. Die Färbung mit Trypanblau ermöglicht es, lebende von toten 

Zellen zu unterscheiden, da tote Zellen aufgrund ihrer zerstörten Membran blau angefärbt 

werden. Lebende Zellen bleiben farblos. Die Zellzählkammer wurde in das Zellzählgerät 

gegeben und das entsprechende Programm für die Zelllinie ausgewählt. Das Programm 

errechnet die Gesamt-Zellzahl sowie die Konzentration lebender Zellen in der 

Suspension. Für die Aussaat wurden ausschließlich die Zahlen lebender Zellen 

verwendet. 

 

3.9.3 KRYOKONSERVIERUNG VON ZELLEN 

Zur langfristigen Aufbewahrung von eukaryotischen Zellen wurden diese in flüssigem 

Stickstoff (-196 °C) konserviert. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90 – 100 % 

mit Hilfe von Trypsin-EDTA von der Zellkulturschale abgelöst, in 5 ml Kulturmedium 

mit Zusätzen aufgenommen und bei 200 ×g für 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet 

wurde in 1 ml Einfriermedium (Biofreeze) resuspendiert und in ein Kryoröhrchen 

überführt. Die Röhrchen wurden in einem Zell-Einfrier-Behälter (Nalgene®, Mr. Frosty), 

der mit Isopropanol gefüllt war und eine schonende Abkühlgeschwindigkeit von 1 °C/min 

gewährleistete, für 2 Tage bei - 80 °C gelagert, bevor sie in einen Tank mit flüssigem 

Stickstoff zur endgültigen Lagerung überführt wurden.  

Nach der Entnahme von Zellen aus dem Stickstoffbehälter, wurden diese 

schnellstmöglich im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in 10 ml vorgewärmtem 

Kulturmedium mit Zusätzen aufgenommen und in eine Zellkulturschale überführt. 24 

Stunden nach dem Auftauen wurde das Medium erneuert. 

 

3.9.4 TRANSIENTE TRANSFEKTION 

Die Transfektion von Zellen mit Expressionsvektoren erfolgte mit Hilfe der Lipofektion, 

die durch die Verwendung des Transfektionsreagenz Turbofect herbeigeführt wurde. Das 

Pipettierschema für einen Transfektionsansatz ist unten aufgeführt. Der fertige 

Transfektionsansatz wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Transfektion 
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erfolgte in 12-Well-Zellkulturplatten, in denen die Zellen in einer Konzentration von 2 x 

105 Zellen pro 12-Well-Vertiefung einen Tag zuvor ausgesät wurden. Das Medium wurde 

abgenommen und pro Vertiefung wurden 100 μl Transfektionsansatz tropfenweise zu den 

Zellen gegeben, danach wurde mit 500 μl Kulturmedium ohne Antibiotika aufgefüllt. 

Nach 24 Stunden wurden die Zellen für die unterschiedlichen Stimulations- oder 

Inhibitionsversuche verwendet. 

Serumfreies Medium Plasmid Turbofect 

100 µl 1 µg (z.B. AP-Substrat) 3 µl 

 

3.9.5 STIMULATION UND INHIBITION VON ZELLEN 

Für Stimulationsversuche wurden Zellen in der Konzentration von 2 bzw. 3 x 105 Zellen 

pro 12-Well-Vertiefung in Zellkulturplatten oder auf Deckgläschen ausgesät je nach 

Zelllinie und deren Proliferationsverhalten. Die Stimulation erfolgte normalerweise am 

darauffolgenden Tag. Für die Stimulation mit Insulin wurden die Zellen 24 Stunden nach 

Aussaat mit Kulturmedium ohne Zusätze für weitere 24 Stunden versorgt, um die Zellen 

zu sensibilisieren und zu gewährleisten, dass Rückstände von Wachstumsfaktoren aus 

dem Kulturmedium mit Zusätzen verbraucht waren. Die anschließende Stimulation 

erfolgte ebenfalls in Kulturmedium ohne Zusätzen. Bei Einsatz von Inhibitoren wurden 

diese 15 min vor Beginn der Stimulation hinzugegeben, so dass die Ziel-Moleküle zu 

Beginn der Stimulation bereits inhibiert waren und die Inhibition über den gesamten 

Stimulationszeitraum aufrechterhalten wurde. Für die einzelnen Stimulanzien und 

Inhibitoren wurden entsprechende Lösungsmittelkontrollen eingesetzt.  

Die Stimulation wurde beendet indem die Überstände abgenommen und Lysepuffer (100 

µl pro 12-Well) zu den Zellen gegeben wurde. Bis zur Aufarbeitung wurden die Platten 

bei -80 °C eingefroren (siehe 3.10.1). Die Überstände wurden durch Zentrifugation (4 °C, 

12.000 x g, 5 min) von unlöslichen Zellbestandteilen befreit und entweder sofort für den 

ELISA (siehe 3.9.9) oder Shedding Experimente mit der Alkalischen Phosphatase (siehe 

3.9.8) verwendet oder bis zur späteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
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3.9.6 INDUKTION VON INSULINRESISTENZ IN HEPG2-ZELLEN  

Insulinresistenz (IR) wurde in HepG2-Zellen induziert, um die Bedeutung der Inhibition 

des Insulin-Signalwegs auf die Shedding-Aktivität der ADAMs zu untersuchen. Die 

HepG2-Zellen wurden in einer 12-Well-Platte (3x105 Zellen/ Well) oder auf 

Deckgläschen (1,5 x105 Zellen/ Well) ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 

100 nM Insulin in Kulturmedium ohne Zusätze oder als Kontrolle nur mit Kulturmedium 

ohne Zusätze (insulinsensitive Zellen) behandelt. Nach 24 Stunden wiesen die HepG2-

Zellen eine IR auf und wurden für Inhibitions- und Stimulationsversuche verwendet 

(siehe 0). 

 

3.9.7 BEHANDLUNG DER ZELLEN UNTER HYPOXIE 

Um den Einfluss von verringerter Luftsauerstoffzufuhr – der sogenannten Hypoxie – auf 

die Regulation der Shedding-Aktivität der ADAMs zu untersuchen, wurden zwei 

Methoden verwendet.  

Zum einen wurde Cobalt(II)-chlorid (CoCl2) eingesetzt. CoCl2 inhibiert sauerstoff-

abhängige Enzyme, die unter normoxischen Bedingungen den Transkriptionsfaktor 

Hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1α) degradieren. Folglich kommt es zu 

Akkumulation von HIF-1α und zur Simulation eines hypoxischen Mikromilieus. Dafür 

wurden die HepG2-Zellen, die einen Tag zuvor ausgesät wurden, mit 200 µM CoCl2 

behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen ggf. weiterhin mit Insulin für 30 min 

stimuliert. 

Zum anderen wurde eine spezielle Hypoxie-Kammer verwendet, in die man beliebige 

Gasgemische einleiten kann. Die Hypoxie-Kammer wurde vor jeder Verwendung mit 70 

% Isopropanol unter der Sterilwerkbank desinfiziert und die Zellen, die einen Tag zuvor 

in einer 12-Well-Platte ausgesät wurden, in der Hypoxie-Kammer platziert. Um eine 

wasserdampfgesättigte Atmosphäre während des Experiments zu gewährleisten, wurde 

eine Schale mit destilliertem Wasser am Boden der Hypoxie-Kammer platziert. 

Außerdem wurden die freigebliebenen Vertiefungen in der 12-Well-Platte mit 

Kulturmedium ohne Zusätze gefüllt. Dies diente zum einen dem Erhalt der 

wasserdampfgesättigten Atmosphäre in der Hypoxie-Kammer, zum anderen wurde dieses 

Kulturmedium ohne Zusätze für die anschließende Stimulation der Zellen verwendet, um 

eine mögliche Reoxygenierung durch den Sauerstoff aus dem Kulturmedium ohne 

Zusätze, das in einer normoxischen Umgebung (21 % O2) gelagert wurde, zu verhindern. 
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Danach wurde die Hypoxie-Kammer an den Hypoxie-Tank angeschlossen und mit Hilfe 

eines Durchflussmessgerätes (Flow Meter) und über ein Filtersystem wurde das 

hypoxische Gasgemisch in die Kammer eingeleitet. Die Sauerstoffkonzentration des aus 

der Hypoxie-Kammer ausströmenden Gases wurde durch ein Luftsauerstoffmessgerät 

bestimmt. Sobald die gewünschte Sauerstoffkonzentration (z.B. 1,5 % oder 3 % O2) das 

Volumen der gesamten Hypoxie-Kammer einnahm, und damit auch die, des 

ausströmenden Gases, wurde die Hypoxie-Kammer luftdicht verschlossen. Die Hypoxie-

Kammer wurde in einem Inkubator bei 37 °C platziert und nach 24 oder 48 Stunden 

wurden die Zellen wieder entnommen. Dabei wurde mittels des Luftsauerstoffmessgeräts 

überprüft, ob das ausströmende Gas bei der Öffnung der Hypoxie-Kammer nach wie vor 

die gewünschte Sauerstoffkonzentration hatte. Die Zellen wurden dann zügig behandelt 

z.B. mit Insulin stimuliert. Um eine Reoxygenierung zu verhindern, wurde für den 

Stimulationsansatz das vorgelegte, sauerstoffarme Kulturmedium ohne Zusätze aus der 

Hypoxie-Kammer verwendet. Daraufhin wurden die Zellen erneut wie oben beschrieben 

in der Hypoxie-Kammer unter hypoxische Bedingungen gebracht. Nach der 

Stimulationszeit wurden die Zellen der Hypoxie-Kammer entnommen, die Überstände 

wurden abgenommen und Lysepuffer wurde zu den Zellen gegeben. Bis zur Aufarbeitung 

wurden die Platten bei -80 °C eingefroren (siehe 3.10.1). Die Überstände wurden durch 

Zentrifugation (4 °C, 12.000 xg, 5 min) von unlöslichen Zellbestandteilen befreit und bis 

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur Kontrolle dienten Zellen, die unter 

normoxischen Verhältnissen (21 % O2) behandelt wurden. Zum Nachweis der Hypoxie 

wurde das Protein HIF-1α mittels Westernblot-Analyse detektiert. 

 

Hypoxie-Gasgemisch 

1% O2 

10% CO2 

89 % N2 
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3.9.8 SHEDDING-EXPERIMENTE MIT ALKALISCHER PHOSPHATASE-
GEKOPPELTEN SUBSTRATEN 

Um die proteolytische Aktivität der Sheddasen ADAM10 und -17 zu bestimmen, wurden 

alkalische Phosphatase (AP)-gekoppelte Substrate verwendet. Diese sind Substrate, die 

an ihrer extrazellulären Domäne mit einer alkalischen Phosphatase fusioniert sind und in 

Zelllinien transfiziert wurden (siehe 3.9.4). Am daruffolgenden Tag wurden die Zellen in 

400 µl Kulturmedium ohne Zusätze stimuliert (siehe 3.9.5). Nach der Stimulationszeit 

wurde der Überstand abgenommen und 200 µl vorgekühlter Lysepuffer (s.u.) wurde für 

30 min zu den Zellen gegeben. Die Aktivität der alkalischen Phosphatase kann durch den 

Umsatz des chromogenen Substrates p-Nitrophenylphosphat (pNPP) nachgewiesen 

werden. Durch das Verhältnis der AP-Aktivität im Zellkulturüberstand und der Gesamt-

AP-Aktivität im Zellkulturüberstand und Zelllysat wurde bestimmt wie viel Prozent des 

gesamten Protease-Substrates in den Zellkulturüberstand freigesetzt wurde. Die 

Bestimmung erfolgte in Dreifachwerten. Es wurden je 100 μl Zellkulturüberstand und 10 

μl Zelllysat, welches in 90 μl AP-Puffer verdünnt wurde, für die Messung in einer 

Mikrotiterplatte eingesetzt. Pro Vertiefung wurden 100 μl der Substratlösung zugegeben. 

Die Umsetzung von pNPP zu p-Nitrophenol wurde durch Messung der Extinktion bei 

einer Wellenlänge von 405 nm gemessen (EL800 - BioTek). Zur Kontrolle wurden auch 

untransfizierte Zellen gemessen und deren Wert als Hintergrund von den Werten der 

transfizierten Zellen subtrahiert. Schließlich wurden die Werte zu der unbehandelten 

Kontrolle normiert. 

Zell-Lysispuffer 

für Alkaline Phosphatase (AP)-

Experimente 

1 mM EDTA 

10 mM 1,10-Phenantrolin 

2,5 % (v/v) Triton-X-100 

in H2O 

Alkaline Phosphatase (AP)-Puffer 

pH 9,5 

100 mM NaCl 

100 mM Tris 

20 mM MgCl2 

Substratlösung 
1 Tablette p-NPP in AP-Puffer (≙ 

1mg/ml) 
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3.9.9 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 

Der Sandwich-ELISA ist eine Methode, um spezifisch Proteine in einer Probe 

nachzuweisen. In dieser Arbeit wurde der ELISA verwendet, um spezifisch endogene 

ADAM10- bzw. 17-Substrate im Überstand von behandelten Zellen zu detektieren. Durch 

die unterschiedlichen Substratmengen im Überstand kann man Rückschlüsse auf die 

Aktivität der ADAMs ziehen. Der Nachweis erfolgte in Mikrotiterplatten über Bindung 

des nachzuweisenden Proteins an einen immobilisierten Antikörper und die nachfolgende 

Bindung eines zweiten, Antigen-spezifischen Biotin-gekoppelten Antikörpers. Nach 

anschließender Inkubation mit Streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) erfolgt die 

Quantifizierung des nachzuweisenden Proteins durch die Zugabe und Umsetzung eines 

chromogenen Peroxidase-Substrates (Tetramethylbenzidin, TMB) und eine 

photometrische Messung der Farbentwicklung.  

In dieser Arbeit wurden ausschließlich DuoSet ELISA Kits der Firma R&D verwendet. 

Die Durchführung erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers. Die Zusammensetzung 

der benötigten Puffer für die Durchführung ist unten aufgelistet. Die Absorption wurde 

bei 450 nm gegen eine Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen (EL800 - BioTek) 

und die Werte wurden zu der unbehandelten Kontrolle normiert. 

Wasch-Puffer 0,05 % Tween20 in PBS 

Reagenz-Lösung 

Steril filtriert 
1 % BSA in PBS 

Stopp- Lösung 2 M NH2O2 

 

3.9.10   FLUORESZENZFÄRBUNG 

In dieser Arbeit wurde die Fluoreszenzfärbung eingesetzt, um die zelluläre Lokalisation 

von Phosphatidylserin mit Hilfe von AnnexinV an der äußeren Zellmembran zu 

bestimmen. Dazu wurden verschiedene Zelllinien auf sterilen Deckgläschen ausgesät und 

bei einer Konfluenz zwischen 60-70 % stimuliert z.T. mit vorheriger Inhibition. Die 

folgenden Arbeitsschritte erfolgten im Dunkeln: Das Medium wurde abgenommen und 

20 µl einer Lösung aus AnnexinV-Alexa Fluor™ 568 in Annexin-Binding-Puffer (ABP; 

1:20) wurde auf die Zellen gegeben. Nach 5 min Inkubation bei RT, wurden die Zellen 

zweimal mit ABP-Puffer gespült und mit 3 % Paraformaldehyd in PBS für 20 min fixiert. 

Im Anschluss wurden die Deckgläschen zweimal mit PBS gewaschen und mit 

destilliertem Wasser gespült. Schließlich wurden die Deckgläschen mit Hilfe einer 
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Einbettungslösung, welche DAPI enthielt (s.u), auf Objektträgern fixiert. Die Proben 

wurden bei 4°C gelagert bis zur Visualisierung der Färbung mittels des konfokalen 

Fluoreszenzmikroskops (Fluoview FV1000, Olympus) mit einem UPLSAPO 60 x Öl-

Immersions-Objektives und 2-fach Vergrößerung. AnnexinV-Alexa Fluor™ 568 wurde 

bei 578 nm angeregt und die Emission wurde bei 603 nm gemessen. Die DAPI-Färbung, 

die spezifisch DNA anfärbt und damit die Visualisierung der Zellkerne ermöglicht, wurde 

bei einer Exitation von 358 nm und einer Emission von 461 nm gemessen. Alle 

Aufnahmen wurden unter den selben Laser- und Detektions-Einstellungen gemacht.  

Annexin-Binding-Puffer (ABP)-Puffer 

pH 7,4 

10 mM HEPES 

140 mM NaCl 

2.5 mM CaCl2 

Einbettungslösung 

Mowiol 

10% DABCO 

0,1% DAPI 

 

3.9.10.1 FLUORESZENZ-SIGNAL QUANTIFIZIERUNG 

Die Bildanalyse wurde mit dem Programm ImageJ 1.47m durchgeführt. Die Fluoreszenz-

Fläche der AnnexinV-Alexa Fluor™ 568-Färbung wurde bestimmt und zu der Zellzahl 

korreliert. Die Zellzahl wurde anhand von der DAPI-Färbung der Zellkerne erhoben. Für 

jede Probe wurden drei unabhängige Deckgläschen mit je neun Aufnahmen von 

unterschiedlichen Bereichen analysiert. Der Mittelwert des Fluoreszenz-Bereichs jedes 

Deckgläschens wurde für die statistische Auswertung herangezogen und die Werte 

wurden zu der unbehandelten Kontrolle normiert. 

 

3.9.11   MTT-BASIERTE ZELLVIABILITÄTSVERSUCHE 

Der MTT-Test wird verwendet, um die metabolische Aktivität von Zellen, die mit deren 

Viabilität korreliert, zu bestimmen. Dabei wird die Reduktion von MTT ((3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazodium bromide) zu Formazan durch vitale 

Zellen gemessen.  

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 2 x 105 Zellen pro 12-Well-Vertiefung in 

Zellkulturplatten ausgesät und mit der angegebenen Konzentration von ImjectAlum™ in 

Kulturmedium ohne Zusätze für unterschiedliche Zeitspannen behandelt. Unbehandelte 
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und mit 2,5 % Triton-X behandelte Zellen wurden als Kontrollen verwendet. 

Anschließend wurde das Medium durch 800 µl MTT-Lösung ersetzt und für 2 Stunden 

bei 37 °C inkubiert. 

In dieser Zeit setzten vitale Zellen MTT zu Formazan um, das wiederum formt Kristalle, 

die durch die Zugabe von 800 μl von 10 % Triton-X in Isopropanol aufgelöst wurden. 

Schließlich wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 590 nm gemessen und die 

Absortionswerte wurden zu der unbehandelten Kontrolle normiert. 

MTT-Lösung 
0,5 mg/ml MTT in 10 % Kulturmedium 

und 90 % PBS 

 

3.9.12   ZELLULÄRER ADHÄSIONSTEST 

Der Adhäsionstest wurde verwendet, um die funktionelle Relevanz der ADAM10-

vermittelten Freisetzung des Adhäsionsmolekül Fraktalkin von der Zelloberfläche von 

HepG2-Zellen zu untersuchen. Fraktalkin bindet den Fraktalkin-Rezeptor (CX3CR1), der 

von Immunzellen wie Monozyten, natürlichen Killerzellen oder T-Zellen exprimiert 

wird. Die monozytäre THP1-Zelllinie wurde daher stellvertretend für CX3CR1-

exprimierende Immunzellen für den Adhäsionstest verwendet. 

Für den Adhäsionstest wurden die lumox® 96-Well-Zellkulturplatten verwendet, da diese 

Platten lichtundurchlässige Wände haben und damit eine Fluoreszenzsignal-Messung 

ohne Hintergrundsignal möglich ist. Außerdem besitzen diese Platten aber auch einen 

transparenten Boden, der eine mikroskopische Beurteilung der Konfluenz der HepG2-

Zellen ermöglicht und nach dem Adhäsionstest wurde so auch die Adhäsion der THP1-

Zellen mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops überprüft. Um die Anhaftung der HepG2-

Zellen während des Adhäsionsversuchs zu gewährleisten, wurden die Platten mit dem 

Strukturprotein Kollagen beschichtet. Dafür wurden 50 µl pro Vertiefung mit 20 μg/ml 

Kollagen in 0,02 M HCl-Lösung gefüllt und kurz zentrifugiert, damit die Lösung den 

Boden der Mikrotiterplatte bedeckte. Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C 

wurde die Platte dreimal mit PBS gespült. Dann wurden 1 x 105 HepG2-Zellen pro 96-

Well-Vertiefung in der lumox®-Zellkulturplatte ausgesät. Einen Tag nach der Aussaat 

wurden die HepG2-Zellen mit Kulturmedium ohne Zusätze oder mit 10 µg/ml LPS für 

24 Stunden behandelt. LPS induziert die Fraktalkin-Expression und diente damit als 

positive Kontrolle für den Adhäsionstest. Nach 24 Stunden wurden die HepG2-Zellen mit 

verschiedenen Inhibitoren für 15 min vorinkubiert und dann mit Insulin für 30 min 
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stimuliert. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Parallel wurden 

die THP1-Zellen mit 5 µM des membrangängigen Farbstoffs Calcein-

Acetoxymethylester (Calcein-AM) in PBS bei 37 °C für 30 min inkubiert. Das farblose 

Calcein-AM wurde nach Acetoxymethylester-Hydrolase durch intrazelluläre Esterasen in 

grün fluoreszierendes Calcein umgesetzt, damit waren die THP1-Zellen Fluoreszenz-

markiert. Daraufhin wurden die THP1-Zellen dreimal in PBS gewaschen, um das 

verbleibende Calcein-AM zu entfernen. Anschließend wurden die THP1-Zellen in RPMI-

Medium (mit 1% FKS) aufgenommen. Die THP1-Zellsuspension wurde entweder direkt 

zu den HepG2-Zellen gegeben in einer Konzentration von 5 x 104 THP1-Zellen pro 96-

Well-Vertiefung. Oder die THP1-Zellen wurden zur Kontrolle mit 1 µg/ml 

rekombinantem humanen Fraktalkin für 15 min inkubiert und dann zu den HepG2 Zellen 

gegeben. Die THP1-Zellsuspension verblieb bei 37 °C für eine Stunde auf der HepG2-

Zellschicht, in dieser Zeit adhärierten die THP1-Zellen an den HepG2-Zellen. Nach der 

Inkubationszeit wurden die nicht-adhärenten THP1-Zellen durch zweimaliges Waschen 

mit PBS entfernt. Die Adhärenz der THP1-Zellen wurde im Fluoreszenz-Mikroskop 

überprüft und anschließend wurde die Fluoreszenz-Intensität bei einer Extinktion von 

485 nm und einer Emission von 530 nm gemessen (Fluoreszenz-Reader, Infinite® M 

Plex, Tecan) und die Werte wurden zur unbehandelten Kontrolle normiert (Abbildung 5). 

 

ABBILDUNG 5 – SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER DURCHFÜHRUNG DES ADHÄSIONSTESTS 
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3.10 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN 

3.10.1   PROTEINEXTRAKTION AUS ZELLEN 

Für die Westernblot-Analyse ist eine Proteinextraktion aus den Zellen erforderlich. Die 

Herstellung der Zelllysate erfolgte auf Eis, um eine Proteindegradierung zu verhindern. 

Pro 12-Well-Vertiefung wurden gekühlte 100 µl Zell-Lysepuffer zu den Zellen gegeben. 

Danach wurden die Zellen mindestens zweimal eingefroren und aufgetaut, um eine 

mechanische Zerstörung der Zellen zu erwirken. Daraufhin wurden die Zellen mit einem 

Zellschaber vom Boden gelöst, die Suspension wurde in ein 1,5 ml Reagenzgefäß 

überführt und zentrifugiert (4 °C, 12.000 xg, 5 min), um unlösliche Zellbestandteile zu 

entfernen. Schließlich wurde der Überstand, der nun die Proteine enthielt, in ein neues 

Reagenzgefäß überführt und bei -20 °C für eine spätere Verwendung gelagert oder der 

Proteingehalt wurde direkt im Anschluss bestimmt (siehe 1.10.2). 

Zell-Lysepuffer 

für Westernblot-Analyse 

5 mM Tris 

1 mM EGTA,  

250 mM Saccharose 

1 % (v/v) Triton-X-100 

10 mM 1,10-Phenantrolin* 

1 x Complete Protease inhibitor mix* 

1 x PhosStop Phosphatase inhibitor mix* 

*wurden frisch dazu gegeben 

 

3.10.2   BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION 

Um gleiche Proteinmengen für die Westernblot-Analyse verwenden zu können, wurden 

der Proteingehalt jeder Probe quantifiziert. Dafür wurden jeweils 6 µl des zu 

bestimmenden Zelllysates mit 100 µl Proteinquantifizierungsreagenz (Thermo Scientific 

Pierce 660 nm Protein Assay) in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte gegeben und 

vermischt. Die Absorption wurde bei 620 nm gemessen. Als Leerkontrolle diente 

Proteinquantifizierungsreagenz mit Zell-Lysepuffer, dieser Hintergrundwert wurde von 

den Proben abgezogen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde dann basierend auf 

einer BSA-Standard-Reihe berechnet. In der Regel wurden 50 µg Protein einer jeden 

Probe verwendet. Die entsprechende Menge an Zelllysat wurde im Verhältnis 5:1 mit 6 

x SDS-Probenpuffer (s.u.) in Reagenzgefäßen vermischt und unter leichtem Schütteln für 

5 min bei 95 °C denaturiert. Durch das Detergenz SDS erhalten alle Proteine eine stark 
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negative Ladung und ein konstantes Ladungs-Masse-Verhältnis. Anschließend wurden 

die Proben entweder gleich für die Gelelektrophorese verwendet oder bei -20 °C bis zur 

weiteren Verwendung gelagert. 

6 x SDS-Probenpuffer 

pH 6,8 

0,75 M Tris 

12 % SDS 

6,54 M Glycerin 

6 mM EDTA 

120 mM DTT 

0,15 % Bromphenolblau 

 

 

3.10.3   SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE 

Für die elektrophoretische Auftrennung der Proteingemische in Abhängigkeit ihres 

Molekulargewichtes in denaturierenden Polyacrylamidgelen (PAGE) wurde die SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. In dieser Arbeit wurde die 

diskontinuierliche SDS-PAGE eingesetzt und nach dem von Laemmli beschriebenen 

Verfahren durchgeführt (Laemmli,1970). Das Gel besteht dabei aus zwei Gelschichten, 

dem oberen Sammelgel, das die Proteingemische fokussiert und dem unteren Trenngel, 

das die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe ermöglicht. Die Gele unterscheiden 

sich hinsichtlich ihrer Acrylamid-Konzentration und ihres pH-Wertes. Die 

Zusammensetzung der verwendeten Gele und der dazugehörigen Puffer ist hier 

aufgeführt: 

 

Sammelgel-Puffer 

pH 6,8 

0,5 M Tris 

0,4 % (w/v) SDS 

Trenngel-Puffer 

pH 8,8 

1,5 M Tris 

0,4 % (w/v) SDS 

APS 10 % (w/v) APS in H2O 

Sammelgel 

4,5 % 

0,835 ml Rotiphorese Gel 30 

1,25 ml Sammelgel-Puffer 

2,9 ml H2O 

15 µl TEMED 

30 µl APS 
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Trenngel 

10 % 

3,33 ml Rotiphorese Gel 30 

2,5 ml Trenngel-Puffer 

4 ml H2O 

30 µl TEMED 

60 µl APS 

Das Gel wurde direkt vor der Elektrophorese mit Hilfe eines vertikalen Gelsystems 

(Peqlab) gegossen und nach der Polymerisierung in der Elektrophorese-Apparatur 

platziert. Die Apparatur wurde mit SDS-Laufpuffer befüllt, sodass die Auftragstaschen 

des Gels vollständig mit Puffer bedeckt waren. Die Taschen wurden mit Puffer 

ausgespült, um das vollständige Befüllen zu gewährleisten. Dann wurden die 

aufzutrennenden Proben in je eine Tasche pipettiert. Zusätzlich wurden 6 μl eines 

Proteinmarkers (Color Protein Standard, Broad Range, New England) aufgetragen. Der 

Gellauf erfolgte für 30 Minuten bei 70 V und wurde bei 90 V fortgesetzt, bis die Lauffront 

das Gelende erreicht hatte. 

SDS-Laufpuffer 

pH 8,8 - 8,9 

25,1 mM Tris 

192 mM Glycin 

0,1 % SDS 

 

3.10.4   PROTEINTRANSFER DURCH WESTERNBLOT 

Nach der Elektrophorese wurden die zuvor in einer SDS-PAGE aufgetrennten 

Proteingemische auf eine feste Matrix mit Hilfe der Westernblot-Methode übertragen und 

immobilisiert. Die Matrix bestand hier aus einer proteinbindenden 0,45 μm 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran und als Verfahren wurde die Methode des Tank 

blottings verwendet. Dafür wurden zunächst Filterpapiere (Whatmann) in Transferpuffer 

getränkt, die PVDF-Membran jeweils einige Minuten in 100 %igem Methanol aktiviert 

und anschließend in Transferpuffer äquilibriert. Schließlich wurde das Gel und die 

PVDF-Membran zwischen je zwei Filterpapiere in eine Filtermatte gelegt, so in die 

Tankblot-Apparatur eingespannt und mit Transferpuffer aufgefüllt. Der Transfer der 

Proteine erfolgte bei 150 mA für 120 min. 

Transferpuffer 

pH 8,5 

192 mM Glycin 

25 mM Tris 

10 % Methanol 
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3.10.5   IMMUNOLOGISCHE DETEKTION DER TRANSFERIERTEN PROTEINE  

Nach dem Westernblot, wurde die PVDF-Membran 1 h in einer 5 % igen Milchpulver-

Lösung inkubiert, dabei wurden die freien Proteinbindungsstellen abgesättigt und eine 

spezifische Antikörper-Bindung ermöglicht. Anschließend folgte die Inkubation mit den 

primären Antikörpern (siehe 3.5.1) in 5 % iger Milchpulver-Lösung für entweder 1 h bei 

Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C je nach Herstellerangaben. Nach dreimaligem 

Waschen für je 10 min in TBST-Puffer, um ungebundene Antiköper zu entfernen, erfolgte 

die Inkubation mit dem entsprechenden HRP-konjugierten Sekundärantikörper (siehe 

3.5.2) für 1 h in TBST-Puffer bei Raumtemperatur. Die so markierten Proteine wurden 

nach dreimaligem Waschen in TBST-Puffer für je 10 min durch eine horseradish 

peroxidase-katalysierte Chemilumineszenzreaktion detektiert. Hierfür wurde das ECL™ 

Select Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) nach Herstellerangaben 

verwendet. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte mit Hilfe der Fusion 

Chemilumineszenzkamera (Peqlab). 

TBS-Puffer 

pH 7,4 

20 mM Tris 

140 mM NaCl 

10 mM EDTA 

TBST-Puffer 0,1 % (v/v) Tween20 in TBS-Puffer 

5 %ige Milchpulver-Lösung 5 % (w/v) Milchpulver in TBST-Puffer 

 

3.10.6   STRIPPEN DER PVDF-MEMBRAN 

Um verschiedene Proteine auf einer Membran detektieren zu können, wurde die 

gebundenen Antikörper zunächst von der Membran gelöst. Dieser Vorgang wird als 

Stripping bezeichnet. Dafür wurde die PVDF-Membran mit einem detergenzhaltigen 

Stripping-Puffer für 20 min bei 60 °C inkubiert. Anschließend wurde die Membran in 

TBST-Puffer gewaschen und erneut für 1 h bei Raumtemperatur mit 5 % Milchpulver-

Lösung inkubiert. Daraufhin konnte die Membran mit einem neuen Primärantikörper 

markiert werden. 

Stripping-Puffer 

pH 6,7 

62,5 mM Tris 

2% (w/v) SDS 

0,7 % (v/v) 2-Mercaptoethanol 
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3.11 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN 

3.11.1   KULTIVIERUNG VON BAKTERIEN 

Um DNA-Fragmente oder ganze Gene in großem Maßstab zu amplifizieren, wurde der 

Bakterienstamm Escherichia coli XL1 blue (E-Coli) verwendet. E-Coli hat die 

Eigenschaft extrazelluläre DNA aufzunehmen (Transformation) und DNA in Form 

extrachromosomaler, zirkulärer Plasmide zu propagieren. Die transformierte Plasmid-

DNA enthielt außerdem ein Abschnitt, der für eine Antibiotikaresistenz kodiert, so 

konnten erfolgreich-transformierte Bakterien in einem Wachstumsmedium selektiert 

werden. Eine Selektion transformierter Bakterien erfolgte durch Zugabe von 100 μg/ml 

Ampicillin in LB-Medium (s.u). Zur Amplifikation der Bakterien wurden in der Regel 

250 ml LB-Medium mit gepickten Bakterienklonen (siehe 3.11.2) oder mit aufgetauten 

Bakterien aus der Lagerung bei -80 °C in Einfriermedium (s.u.) angeimpft. Die Bakterien 

wurden über Nacht in einem Schüttelinkubator bei 37 °C und 150 rpm angezogen. Zur 

langfristigen Lagerung bei -80 °C wurden die Bakterien in Einfriermedium resuspendiert 

in Kryoröhrchen überführt und schockgefroren. 

LB-Medium 

171 mM NaCl 

10% (w/v) Trypton/Pepton 

5% (w/v) Hefeextrakt 

Einfriermedium 

für Bakterien 
25 % Glycerin in LB-Medium 

 

3.11.2   TRANSFORMATION VON CHEMISCH-KOMPETENTEN BAKTERIEN  

Für die Transformation chemisch kompetenter E-Coli mit Plasmid-DNA wurden diese 

auf Eis aufgetaut und für 1 Stunde mit 1 bis 10 ng Plasmid-DNA auf Eis inkubiert. Danach 

wurden die Bakterien für 40 sek bei 42 °C im Thermoblock erhitzt. Die folgenden 5 min 

auf Eis dienten der Aufnahme der Plasmid-DNA. Danach folgte eine Inkubationszeit von 

einer Stunde in 250 µl antibiotikafreiem SOC-Medium bei 37 °C. Im Anschluss wurden 

100 μl der Bakterienkultur auf LB-Agarplatten, welche mit dem Antibiotikum Ampicillin 

versetzt wurden, ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur 

Kultivierung einzelner Bakterienklone wurden diese von der entsprechenden LB-

Agarplatte gepickt und für die Amplifikation und Isolation von Plasmid-DNA (siehe 

3.11.3) in 250 ml mit Ampicillin versetztem LB-Medium bei 37 °C über Nacht aerob 

kultiviert. 
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SOC-Medium 

0,5 % (w/v) Hefeextrakt 

2,0 % (w/v) Trypton 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 

10 mM MgSO4 

20 mM Glucose 

LB-Agarplatten 

171 mM NaCl 

1 % (w/v) Trypton/Pepton 

0,5 % (w/v) Hefeextrakt 

1,5 % (w/v) Agar-Agar 

0,1 mg/ml Ampicillin 

 

3.11.3   DNA-ISOLATION AUS BAKTERIEN 

Nach der Amplifikation der transformierten oder aufgetauten E-Coli wurde die Plasmid-

DNA isoliert. Hierfür wurde das PureYield™ Midiprep-Kit (Promega) nach 

Herstellerangaben verwendet. Aus 250 ml der Bakterienkultur, die über Nacht angezogen 

wurde, wurde nach dem PureYield™ Midiprep-Kit die isolierte Plasmid-DNA in 100 μl 

RNAse-freiem Wasser aufgenommen und die DNA-Konzentration wurde bestimmt. 

 

3.11.4   DNA-KONZENTRATIONSBESTIMMUNG 

Die DNA-Konzentration einer Lösung wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) 

bei einer Wellenlänge von 260 nm, dem charakteristischen Absorptionsmaximum von 

Nukleinsäuren, photometrisch bestimmt. Um die Reinheit der Proben zu überprüfen und 

eventuelle Verunreinigung durch Proteine auszuschließen, erfolgte außerdem eine 

Messung bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum der Aminosäuren mit aromatischer 

Seitenkette. Das Verhältnis der Absorptionswerte zwischen 260 nm und 280 nm ist ein 

Maß für die Reinheit. Reine DNA hat ein Verhältnis E260/280 von 1,7 bis 1,9. Für die 

Berechnung der DNA wurde zugrunde gelegt, dass ~50 μg doppelsträngige DNA/ml eine 

Absorption von 1 aufweisen. Die Messung erfolgte mit Hilfe des Spektrophotometers 

NanoDrop 1000 (Peqlab). 
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3.12 STATISTIK 

Die Daten wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) inklusive 

Bonferroni´s Multiple Comparison Post-Hoc-Test statistisch analysiert. Alternativ 

wurden die Daten auch mittels Student´s t-Test berechnet, wenn nur zwei Datengruppen 

vorhanden waren. Bei allen Werten mit mindestens drei unabhängigen Experimenten 

wurde der Mittelwert ± Standardabweichung (SD) bestimmt und abgebildet. Zwei 

Datengruppen wurden als signifikant unterschiedlich betrachtet, wenn die 

Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % lag (p-Wert < 0,05). Statistisch signifikant erhöhte 

Unterschiede wurden mit einem Stern (*) und signifikant reduzierte Unterschiede mit 

einer Raute (#) gekennzeichnet. Nicht signifikante Unterschiede wurden mit n.s. 

kenntlich gemacht. Zur statistischen Analyse der Ergebnisse wurde das Programm 

GraphPad Prism 7.0 verwendet.  
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4 ERGEBNISSE 

Der Ergebnisteil dieser Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Der erste Teil beschäftigt sich 

mit dem Einfluss verschiedener äußerer Faktoren - hauptsächlich aus der Nahrung - auf 

die Regulation der Aktivität von ADAM10 und -17. Der zweite Teil beinhaltet die 

Untersuchung des Einflusses von Insulin auf die Shedding-Aktivität sowie die 

weiterführende Untersuchung des Regulationsmechanismus und beschreibt die mögliche 

funktionelle Relevanz dieses Vorgangs. Schließlich werden erste Ergebnisse des 

Einflusses von Insulin auf die Aktivität der ADAMs in einem hypoxischen Mikromileu 

betrachtet. Der Einfluss der genannten Faktoren wurde in verschiedenen Zelllinien 

untersucht, die je nach Transfektionseffizienz, Expression von endogenden 

ADAM-Substraten oder physiologischer Relevanz herangezogen wurden. 

4.1 EINFLUSS VON ÄUßEREN FAKTOREN AUF DIE REGULATION DER 

SHEDDING-AKTIVITÄT DER ADAMS 

Der Einfluss von äußeren Faktoren auf verschiedenste Krankheiten wie 

Krebserkrankungen, Typ-2-Diabetes mellitus oder neurodegenerative Erkrankungen wird 

schon lange und kontrovers diskutiert.193–195 Ein erstes Ziel dieser Arbeit war 

herauszufinden, ob die Substanzen Glutamat, Aluminium oder Glucose einen Einfluss 

auf die Regulation der Aktivität von ADAM10 und -17 besitzen. 

 

4.1.1 GLUTAMAT HAT KEINEN EINFLUSS AUF DIE SHEDDING-AKTIVITÄT 

DER ADAMS 

Zahlreichen Studien zeigen einen Zusammenhang von Glutamat mit Tumorentwicklung 

und mit der Alzheimer-Krankheit auf. 159,196 Das am häufigsten verwendete Glutamat, das 

Mononatriumglutamat (E621), ist das Salz der L-Glutaminsäure und liegt im Körper 

dissoziiert vor, daher wurde im Folgenden die Bedeutung von der L-Glutaminsäure auf 

die Aktivität von ADAM10 und -17 untersucht. 

Um den Einfluss von L-Glutaminsäure auf die ADAM-Aktivität zu untersuchen und um 

zwischen den beiden bekanntesten Vertretern der Proteasen-Familie, ADAM10 und 

ADAM17, zu unterscheiden, wurden Shedding-Experimente mit alkalischer Phosphatase 

(AP)-gekoppelten ADAM-Substraten durchgeführt. Das ADAM17-spezifische Substrat 

TGF-alpha (TGF-α-AP) und das ADAM10-spezifische Substrat Betacellulin (BTC-AP) 
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wurde jeweils in COS7-Zellen transfiziert. Wird das Substrat durch ADAM10 oder -17 

von der Zelloberfläche abgespalten, wird die Ektodomäne und somit die alkalische 

Phosphatase in den Überstand freigesetzt, wo deren Aktivität photometrisch bestimmt 

werden kann. Die Zellen wurden mit zunehmenden Konzentrationen von 

L-Glutaminsäure (1-5 mM) für unterschiedliche Zeitspannen (10 min– 48 Stunden) 

behandelt. Anschließend wurde die Aktivität der alkalischen Phosphatase im Überstand 

und im Zelllysat detektiert. Der prozentuale Anteil der im Überstand befindlichen 

AP-Aktivität von der Gesamt-Aktivität wurde für jede Probe bestimmt und zu dem Wert 

der unbehandelten Kontrolle ins Verhältnis gesetzt. Die L-Glutaminsäure-behandelten 

Zellen wiesen keine veränderte Shedding-Aktivität nach 24 h auf, da kein Unterschied in 

der Substrat-Freisetzung festgestellt werden konnte, weder für das ADAM17-Substrat 

TGF-α-AP noch für das ADAM10-Substrat BTC-AP (Abbildung 6). Diese Beobachtung 

wurde sowohl in Kurzzeit-Versuchen mit einer Inkubationszeit von 10 min bis 4 h (nicht 

abgebildet) wie auch in Langzeit-Versuchen (24, 48 h) gemacht. Als Kontrolle wurden 

COS7-Zellen mit einem beschriebenen ADAM-Aktivator, dem Ionophor Ionomycin (IO) 

für 30 min stimuliert. IO bewirkt, mittels Ca2+-Influx in das Zytoplasma und einer 

darauffolgenden Externalisierung von Phosphatidylserin an die äußere Zellmembran, 

eine Aktivierung von ADAM10 und -1712 (unveröffentlichte Daten). Die IO-Stimulation 

bestätigte, dass die COS7-Zellen stimulierbar waren und L-Glutaminsäure unter den 

getesteten Bedingungen keinen Einfluss auf die Shedding-Aktivität von ADAM10 

und -17 hatte (Abbildung 6). 

 

ABBILDUNG 6 - SHEDDING-EXPERIMENTE ZUR UNTERSUCHUNG DES EINFLUSSES VON 

L-GLUTAMINSÄURE AUF DIE REGULATION DER AKTIVITÄT VON ADAM10 UND -17. 
COS7-Zellen wurden mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem TGF-alpha (TGF-α-AP; A) oder 
Betacellulin (BTC-AP; B) transfiziert und für 24 h mit 1-5 mM L-Glutaminsäure behandelt oder als 
Stimulationskontrolle für 30 min mit 1 µM Ionomycin (IO). Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert und Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Experimenten.  
* = signifikante Steigerung im Vergleich zur Kontrolle (Kontr.) und n.s. = nicht signifikante Veränderung. 
n = 3; ± SD; Bonfferoni-Test; *P ≤ 0,05. 
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Weiterhin wurde die Freisetzung von den endogenen ADAM17-Substraten TGF-α in der 

Keratinozytenzellline HaCaT und TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) in der humanen 

Neuroglioma-Zelllinie H4 bestimmt. Dafür wurden die HaCaT- bzw. H4-Zellen mit 

L-Glutaminsäure (1-5 mM) behandelt und nach unterschiedlichen Inkubationszeiten 

wurden die Menge der freigesetzten ADAM17-Substrate mittels ELISA in dem 

Überstand jeder Probe bestimmt und zu dem Wert der unbehandelten Kontrolle ins 

Verhältnis gesetzt. Die getesteten L-Glutaminsäure-Konzentrationen zeigten keinen 

Einfluss auf die ADAM17-vermittelte Substrat-Freisetzung, weder unter konstitutiven 

Bedingungen noch unter Stimulation durch Ionomycin (Abbildung 7 A, B). Zur 

vollständigen Untersuchung wurde schließlich die Aktivierung des Epidermal Growth 

Factor Receptor (EGFR)-Signalwegs untersucht. Durch das ADAM17-vermittelte 

Shedding von EGFR-Liganden, können diese an den EGFR binden und dadurch die 

Aktivierung der ERK-Signalkaskade initiieren197 (Abbildung 7 C). Um festzustellen, ob 

L-Glutaminsäure einen Einfluss auf die Aktivierung der ADAM17-abhängigen 

EGFR-Signalkaskade hat, wurden HaCaT-Zellen für 24 Stunden mit L-Glutaminsäure 

behandelt. Die Zelllysate wurden anschließend mittels Westernblot-Analyse mit 

spezifischen Antikörpern gefärbt, die zwischen der phosphorylierten und 

nicht-phosphorylierten Form von ERK unterscheiden. L-Glutaminsäure zeigte keinen 

Effekt auf die Phosphorylierung von ERK, damit ist auszuschließen, dass 

L-Glutaminsäure die ADAM17-Aktivität beeinflusst (Abbildung 7 D). Marimastat (MM) 

ist ein Breitband-Metalloproteasen-Inhibitor und hemmt damit auch die 

ADAM17-Aktivität. In diesem Versuch diente MM als negative Kontrolle und 

demonstriert, dass die Phosphorylierung von ERK (pERK) unter inhibierter 

ADAM17-Aktivität reduziert ist (Abbildung 7 C, D). 
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ABBILDUNG 7 - EXPERIMENTE ZUR ENDOGENEN SUBSTRATFREISETZUNG DURCH ADAM17 SOWIE ZUR 

AKTIVIERUNG DES EGF-REZEPTORS DURCH L-GLUTAMINSÄURE. 
HaCaT-Zellen wurden für 24 h mit 1-5 mM L-Glutaminsäure behandelt oder als Stimulationskontrolle für 
30 min mit 1 µM Ionomycin (IO). Die Freisetzung des endogenen ADAM17-Substrats TGF-alpha (TGF-
α) wurde im Überstand mittels ELISA detektiert (A). Dargestellt ist die relative TGF-α-Freisetzung im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert und Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Experimenten.  
* steht für eine signifikante Steigerung im Vergleich zur Kontrolle (Kontr.) und n.s. für eine nicht 
signifikante Veränderung. n = 3; ± SD; Bonfferoni-Test; *P ≤ 0,05. 
Die Neuroglioma-Zelllinie H4 wurde für 24 h mit 1-5 mM L-Glutaminsäure behandelt und zusätzlich mit 
1 µM Ionomycin für 30 min stimuliert. Das endogene ADAM17-Substrat TNFR 1 wurde mittels ELISA 
im Überstand detektiert (B). Dargestellt ist die relative TNFR1-Freisetzung im Vergleich zur behandelten 
Kontrolle (Kontr.) als Mittelwert und Standardabweichung aus zwei unabhängigen Experimenten. n=2; ± 
SD. 
Die schematische Darstellung der Signalkaskaden des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) 
zeigt die Aktivierung des Signalwegs. Aktives ADAM17 ist in der Lage EGFR-Liganden freizusetzen. 
Durch Marimastat (MM) kann die Aktivität von ADAM17 gehemmt werden. EGFR-Liganden vermitteln 
die Dimerisierung und intrazelluläre Autophosphorylierung des EGFR (P), dies aktiviert eine Protein-
Kaskade (gestrichelter Pfeil), welche letztlich zur Phosphorylierung von der MAP-Kinase ERK führt und 
schließlich zur Proliferation und Migration der Zelle (C). 
HaCaT-Zellen wurden mit oder ohne 10 μM Marimastat (MM) für 15 min vorbehandelt und anschließend 
für 24 h mit 2 mM L-Glutaminsäure (L-Glut.) inkubiert. Die Proben wurden mit einer 10%-igen SDS-PAGE 
aufgetrennt und mittels Westernblot mit einem phospho-ERK- (pERK) oder ERK-Antikörper analysiert. 
Es ist ein repräsentativer Westernblot von drei unabhängigen Experimenten abgebildet (D). 

In der Gesamtheit zeigten die Ergebnisse, dass L-Glutaminsäure unter den getesteten 

Bedingungen keinen Einfluss auf die Shedding-Aktivität von ADAM10 oder -17 hat. 
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4.1.2 DIE AKTIVITÄT DER ADAMS WIRD DURCH ALUMINIUM NICHT 

BEEINFLUSST 

Ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Aluminium und der Alzheimer-

Krankheit und mit der Inzidenz von Krebserkrankungen insbesondere von Brustkrebs 

wurde schon häufig diskutiert.160,198–200 Nicht zuletzt, da Aluminium die Haut sowie die 

Blut-Hirn-Schranke überqueren kann und in Ablagerungen in Alzheimer-typischen 

Plaques in Gehirnen von Patienten gefunden wurde.201 Aluminium-Verbindungen wie 

z.B. Aluminiumchlorid sind sowohl in fast allen Lebensmitteln enthalten als auch in 

Kosmetika wie Deodorants. Außerdem werden Aluminium-Verbindungen wie 

Aluminiumhydroxide (Al(OH)3) als Adjuvans bei Impfungen verwendet, dabei stimuliert 

Al(OH)3 zusammen mit dem injizierten Immunogen die Immunantwort und regt somit 

die Antikörper-Produktion an.202 

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob Aluminium-Verbindungen die 

ADAM-Shedding-Aktivität beeinflussen können. 

Zunächst wurde der Einfluss von Aluminiumchlorid (AlCl3) als Reinstoff und als 

Verbindung mit Maltol (AlCl3-Maltol) untersucht. AlCl3 ist ein Bestandteil der Nahrung, 

dabei macht AlCl3 0,2 bis 1,5 mg pro Kilogramm Körpergewicht in der Woche aus, das 

entspricht für einen 60 kg schweren Erwachsenen einer täglichen Aufnahme von 1,7 bis 

13 mg Aluminium.203,204 Verschiedene Konzentrationen von AlCl3 wurden mittels 

Shedding-Experimenten getestet und zeigten keinen Einfluss auf die 

ADAM17-vermittelte Freisetzung von TGF-α-AP und auch nicht auf die 

ADAM10-vermittelte BTC-AP-Freisetzung in COS7-Zellen (Abbildung 8). 

 

ABBILDUNG 8 - SHEDDING-EXPERIMENTE ZUR UNTERSUCHUNG DES EINFLUSSES VON 

ALUMINIUMCHLORID (ALCL3) AUF DIE AKTIVITÄT VON ADAM10- UND-17. 
COS7-Zellen wurden mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem TGF-alpha (TGF-α-AP; A) oder 
Betacellulin-AP (BTC-AP; B) transfiziert und für 24 h mit 10-500 µM AlCl3-Maltol oder AlCl3 behandelt. 
Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.) als Mittelwert 
und Standardabweichung aus zwei unabhängigen Experimenten. n = 2; ± SD. 
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Weiterhin wurde der Einfluss von ImjectAlum™ auf die Shedding-Aktivität von 

ADAM10- und -17 untersucht. ImjectAlum™ besteht aus einer Suspension aus Al(OH)3 

und Magnesiumhydroxide (Mg(OH)2) und wird als Impf-Adjuvans verwendet.205 In 

COS7-Zellen war keine Veränderung der Aktivität zu beobachten: Sowohl die 

Freisetzung von TGF-α-AP als auch von BTC-AP blieb unverändert in 

ImjectAlum™-behandelten Zellen (Abbildung 9 A). In der neuronalen Zelllinie SHSY 

hingegen zeichnete sich ein inhibitorischer Trend ab: Die Freisetzung von TGF-α-AP 

sowie von BTC-AP war mit erhöhter ImjectAlum™-Konzentration verringert 

(Abbildung 9 B). Aufgrund des morphologisch-auffallenden Erscheinungsbildes der 

SHSY-Zellen, wurde der Versuch wiederholt und die Zellen wurden mit Hilfe des 

MTTTests auf Viabilität geprüft. Der MTT-Test zeigte, dass mit erhöhter ImjectAlum™-

Konzentration die Zellviabilität abnahm (Abbildung 9 D). Damit war der vermeintlich 

inhibitorische Effekt von ImjectAlum™ auf die ADAM-Aktivität vermutlich auf die 

Zelltoxizität von ImjectAlum™ zurückzuführen. Die Zellviabilität der COS7-Zellen 

wurde ebenfalls unter ImjectAlum™ getestet. Hier konnte allerdings kein Effekt von 

ImjectAlum™ auf die Viabilität der Zellen festgestellt werden (Abbildung 9 C). 

 

ABBILDUNG 9 - SHEDDING-EXPERIMENTE UND MTT-TESTS ZUR UNTERSUCHUNG DES EINFLUSSES VON 

IMJECTALUM™ AUF DIE AKTIVITÄT VON ADAM10 UND -17 SOWIE AUF DIE ZELLVIABILITÄT. 
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COS7- und SHSY-Zellen wurden mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem TGF-alpha (TGF-α-AP) oder 
Betacellulin- AP (BTC-AP) transfiziert und für 24 h mit 10-500 µg/mL ImjectAlum™ behandelt (A, B).  
Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.) als Mittelwert 
und Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten.  
* steht für eine signifikante Steigerung im Vergleich zur Kontrolle (Kontr.) und n.s. für eine nicht 
signifikante Veränderung. n = 3; ± SD; Bonfferoni-Test; *P ≤ 0,05 (A); n = 2 (B).  
Um eine zytotoxische Wirkung von ImjectAlum™ zu untersuchen, wurde ein Zellviabilitätsversuch (MTT-
Test) durchgeführt (C, D).  
Dargestellt ist die relative Zahl in Prozent (%) der lebenden Zellen im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle (Kontr.) als Mittelwert und Standardabweichung aus zwei unabhängigen Experimenten; n = 2. 

In der Summe weisen die Experimente daraufhin, dass Aluminium-Verbindungen keinen 

Einfluss auf die ADAM-vermittelte Substratfreisetzung und damit auf die Shedding-

Aktivität haben. 

 

4.1.3 HOHE GLUCOSEKONZENTRATION FÜHRT ZU GESTEIGERTER 

PROTEINEXPRESSION DER ADAMS ABER NICHT ZU EINER 

ERHÖHTEN SHEDDING-AKTIVITÄT 

Eine erhöhte Glucosekonzentration in Blut und Geweben - sogenannte Hyperglykämie - 

ist als Symptom bei Diabetes-Patienten beschrieben und gilt als wesentliche Ursache für 

Gewebsschäden während des Krankheitsverlaufs. Hyperglykämie ist daher als 

Risikofaktor mit vielen weiteren Erkrankungen wie Krebserkrankungen, koronaren 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen und der Alzheimer-Krankheit assoziiert.171,172  

Um eine Aussage über die Regulation der Aktivität der ADAM-Proteasen unter 

verschiedenen Glucosekonzentrationen, von der Hypoglykämie über die physiologischen 

Glucosekonzentration bis hin zu diabetischen Verhältnissen, treffen zu können, wurde in 

den folgenden Experimenten Glucosekonzentrationen von 0,55 bis 25 mM verwendet.206 

Im Fokus standen die Auswirkungen auf die ADAM-Proteinexpression und der Einfluss 

auf die Shedding-Aktivität. 

Da berichtet wurde, dass die ADAM17-mRNA-Expression in der Niere von 

Diabetes-Patienten erhöht ist,207 wurde zunächst die Expression von ADAM10 und -17 

unter steigenden Glucosekonzentrationen (0,55-25 mM) mittels Westernblot-Analyse 

untersucht. Dabei war zu beobachten, dass die Proteinexpression beider Proteasen mit 

steigender Glucosekonzentration zunimmt (Abbildung 10 A). Diese Beobachtung wurde 

nach 24 und 48 h und in verschiedenen Zelllinien gemacht; hier ist beispielhaft die 

Proteinexpressionen nach 24 h in der neuronalen Zelllinie SHSY abgebildet. Es wurde 

eine erhöhte Proteinexpression der Pro-Form sowie der maturen Form von ADAM17 

nachgewiesen. Bei ADAM10 konnte nur die Pro-Form, die bei etwa 100 kDa zu sehen 
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ist, abgebildet werden. Das Fehlen der maturen Form von ADAM10, die bei 70 kDa zu 

erwarten ist, ist vermutlich auf die Autoproteolyse von ADAM10 zurückzuführen, da 

kein ADAM10-spezifischer Inhibitor im Lysepuffer verwendet wurde.208 Die Pro-Form 

von ADAM10 wies bei steigender Glucosekonzentration, eine zunehmende 

Molekülmasse auf (Abbildung 10 A). Diese Beobachtung könnte auf eine erhöhte 

Glykosylierung von ADAM10 zurückzuführen sein. Das Phänomen der erhöhten 

Glykosylierung unter Hyperglykämie ist für viele Proteine in Diabetes-Patienten 

beschrieben. Dabei ist bemerkenswert, dass die meisten Proteine durch die 

Glykosylierung funktionell reguliert sind.209,210  

Daraufhin stellte sich die Frage, ob die erhöhte Proteinexpression beider Proteasen bzw. 

die veränderte Glykosylierung von ADAM10 einen Einfluss auf die Aktivität zur Folge 

hat. Es stellte sich jedoch mittels Shedding-Experimenten heraus, dass unterschiedliche 

Glucosekonzentrationen die Aktivität sowie von ADAM10 als auch von ADAM17 nicht 

beeinflussten (Abbildung 10 B).  

 

ABBILDUNG 10 - DETEKTION DER PROTEINEXPRESSION UND SHEDDING-EXPERIMENTE ZUR 

UNTERSUCHUNG DES EINFLUSSES VON GLUCOSE AUF DIE REGULATION DER AKTIVITÄT VON ADAM10 

UND -17. 
SHSY-Zellen wurden mit 0,55-25 mM Glucose für 24 h behandelt. Die Proben wurden mit einer 10%-igen 
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Westernblot mit einem ADAM10-, ADAM17- oder Tubulin-
Antikörper analysiert. Die Pro-Form (p) von ADAM10 und -17 und die mature (m) Form von ADAM17 
waren zu detektieren. Die Tubulin-Färbung diente als Ladekontrolle. 
Ein repräsentativer Westernblot von drei unabhängigen Experimenten ist abgebildet (A).  
SHSY-Zellen wurden mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem TGF-alpha (TGF-α-AP) oder Betacellulin 
(BTC-AP) transfiziert und für 24 h mit 5,5-25 mM Glucose behandelt.  
Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert und 
Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten. n.s. = nicht signifikante Veränderung im 
Vergleich zu 0,55 mM Glucose. n = 3; ± SD; Bonfferoni-Test; *p ≤ 0,05. 
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Es bleibt zu bemerken, dass eine erhöhte ADAM-Proteinexpression in diesem Fall nicht 

zu einer erhöhten Protease-Aktivität führt. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die 

Aktivität von ADAM10 und -17 primär durch einen anderen Mechanismus reguliert ist. 

Im Zusammenhang mit diesen Experimenten wurde auch Insulin als Initiator der 

Glucoseaufnahme eingesetzt. Interessanterweise zeigte Insulin einen Einfluss auf die 

Aktivität der Proteasen ADAM10 und -17 und wurde daher weiterführend untersucht. 

 

4.2 EINFLUSS VON INSULIN AUF DIE REGULATION DER SHEDDING-

AKTIVITÄT DER ADAMS 

Insulin ist der wichtigste Regulator der Glucose-Homöostase im Körper, daher können 

kleinste Abweichungen der Insulinproduktion oder in dem Insulin-Signalweg zu 

verheerenden Folgen führen; das prominenteste Beispiel ist die Entwicklung von 

Diabetes mellitus.211,212 Eine Vielzahl von äußeren Faktoren sind mit der Entstehung von 

Typ-2-Diabetes mellitus (T2DM) assoziiert wie z.B. eine hochkalorische Ernährung, eine 

erhöhte Menge an Fettgewebe und geringe körperliche Aktivität171,213 und können zu 

einer verringerten Insulinrezeptorsensitivität auch Insulinresistenz genannt führen.188,212 

Die verminderte Glucose-Aufnahme der Zellen durch die Insulinresistenz führt zu einer 

erhöhten Insulinproduktion durch die ß-Zellen im Pankreas. Dieses Phänomen wird auch 

als Hyperinsulinämie bezeichnet.213 Nach langfristiger gestörter Insulinregulation kommt 

es zu T2DM, das wiederum als Risikofaktor mit einer Vielzahl von Folge-Krankheiten 

assoziiert ist, wie beispielsweise der Alzheimer-Krankheit, Krebs- und koronaren 

Herzkreislauferkrankungen.171,172,214  

In dem zweiten Teil der Arbeit wurde daher die Frage in den Mittelpunkt gestellt, ob und 

in welcher Weise Insulin die Aktivität von ADAM10 und -17 beeinflusst. Im Fokus 

standen hierbei aufgrund der physiologischen Relevanz vor allem die 

Leberkarzinom-Zelllinie HepG2. 
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4.2.1 INSULIN FÜHRT ZU EINER ERHÖHTEN FREISETZUNG VON ADAM-
SPEZIFISCHEN SUBSTRATEN  

Zunächst galt es dir Frage nach der Regulation der Shedding-Aktivität von ADAM17 

unter Insulin zu beantworten. Dafür wurden HepG2-Zellen mit dem 

ADAM17-spezifischen Substrat TGF-α-AP transfiziert und für unterschiedliche 

Zeitspannen (10 min, 30 min, 1 h, 2 h) mit 100 nM Insulin inkubiert. Insulin bindet 

innerhalb kürzester Zeit (< 5 min) an den Insulinrezeptor und initiiert verschiedene 

Signalkaskaden.212 Eine signifikante Erhöhung der TGF-α-AP-Freisetzung wurde nach 

30 min Inkubationszeit erreicht (Abbildung 11 A), die sich über längere 

Inkubationszeiten nicht weiter veränderte (1 h und 2 h; Daten nicht abgebildet). Daher 

wurden fortan 30 min als Inkubationszeit verwendet. Um auszuschließen, dass es sich bei 

diesem Vorgang um ein Zelltyp-abhängiges Phänomen handelt, wurden Zelllinien mit 

unterschiedlichen Ursprüngen verwendet, wie die kolorektale Zelllinie HT29 oder die 

Neurogliom-Zelllinie H4. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen 

Insulin-Konzentrationen für 30 min behandelt und mittels ELISA wurde die Freisetzung 

von dem endogenen ADAM17-Substrat TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) im Zellüberstand 

bestimmt (Abbildung 11 B-D). Es war zu beobachten, dass die Substrat-Freisetzung mit 

zunehmender Insulinkonzentration anstieg. Damit ließen die Experimente vermuten, dass 

Insulin wie bei den HepG2-Zellen die Aktivität von ADAM17 konzentrationsabhängig 

stimuliert und zeigten, dass 100 nM Insulin ausreichen, um eine signifikante Erhöhung 

der Freisetzung von TNFR1 durch ADAM17 zu initiieren. Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass es sich hierbei um einen Zelltyp-unabhängigen Vorgang handelte, da der 

Effekt in allen verwendeten Zelllinien zu beobachten war. Es stellte sich nun die Frage, 

ob auch die Freisetzung von ADAM10-spezifischen Substraten durch Insulin beeinflusst 

wird. 
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ABBILDUNG 11 - INSULIN INDUZIERT KONZENTRATIONSABHÄNGIG DIE FREISETZUNG VON ADAM17-
SPEZIFISCHEN SUBSTRATEN 
HepG2-Zellen wurden mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem TGF-alpha (TGF-α-AP) transfiziert und 
für 30 min mit 100 nM Insulin inkubiert. Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten (A). 
HuH7-, H4-, und HT29-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Insulin (10-500 nM) für 
30 min inkubiert und die Konzentration des freigesetzten TNF-Rezeptors 1 (TNFR1) im Überstand wurde 
mittels ELISA gemessen. Dargestellt ist die relative Freisetzung des TNFR1 im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten (B-
D). * = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); n.s. = nicht signifikante 
Veränderung. n = 3; Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA und post hoc-Tests; 
*p ≤ 0,05. 

Für die Untersuchung des Einflusses von Insulin auf die Freisetzung von 

ADAM10-spezifischen Substraten, wurden zunächst HepG2-Zellen mit Betacellulin-AP 

transfiziert und für 30 min mit 100 nM Insulin behandelt. Nach der Inkubationszeit konnte 

eine signifikante Erhöhung der Freisetzung von Betacellulin-AP durch ADAM10 

gemessen werden (Abbildung 12 A). Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass auch die 

Protease ADAM10 durch Insulin aktiviert wird. Zur genaueren Untersuchung wurde die 

Freisetzung des endogenen ADAM10-Substrates Fraktalkin unter verschiedenen 

Insulinkonzentrationen (10-500 nM) im Überstand detektiert. Ansteigende 

Insulinkonzentration führte zu erhöhter Freisetzung von Fraktalkin (Abbildung 12 B). Bei 

den Experimenten stellte sich heraus, dass für eine signifikante Erhöhung der 

Fraktalkin-Freisetzung 50 nM Insulin genügten. Um eine ausreichende Menge an 

freigesetztem Substrat beider Proteasen zu gewährleisten, wurden die Zellen in den 

folgenden Experimenten mit 100 nM Insulin stimuliert.  
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ABBILDUNG 12 - INSULIN INDUZIERT KONZENTRATIONSABHÄNGIG DIE FREISETZUNG VON ADAM10-
SPEZIFISCHEN SUBSTRATEN 
HepG2-Zellen wurden mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem Betacellulin (BTC-AP) transfiziert und 
für 30 min mit 100 nM Insulin inkubiert. Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle als Mittelwert und Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten (A).  
HepG2-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Insulin (10-500 nM) für 30 min inkubiert 
und die Konzentration des freigesetzten Fraktalkin im Überstand wurde mittels ELISA gemessen. 
Dargestellt ist die relative Freisetzung von Fraktalkin im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als 
Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten (B). * = signifikante Erhöhung 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); n.s. = nicht signifikante Veränderung. n = 3; 
Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA und post hoc-Tests; *p ≤ 0,05. 

Zusammenfassend war festzuhalten, dass sowohl ADAM17- als auch 

ADAM10-Substrate unter Insulinbehandlung freigesetzt werden. Diese Ergebnisse ließen 

vermuten, dass die Proteasen unter Insulinbehandlung aktiviert werden. Um diese 

Vermutung zu überprüfen, wurden in folgenden Experimenten ADAM-Inhibitoren 

verwendet. 

 

4.2.2 INSULIN AKTIVIERT DIE SHEDDING-AKTIVITÄT DER ADAMS 

Prinzipiell können Substrate unter bestimmten Bedingungen auch von unterschiedlichen 

Proteasen geschnitten werden. Beispielsweise wurde Fraktalkin sowohl als Substrat von 

ADAM10 als auch von ADAM17 beschrieben.215 Um zu untersuchen, ob die beobachtete 

gesteigerte Substrat-Freisetzung unter Insulin durch die Aktivität von ADAM10 und -17 

vermittelt wurde, wurden verschiedene ADAM-Inhibitoren eingesetzt. Die Wirkung 

dieser Inhibitoren gab Aufschluss darüber, welche Proteasen tatsächlich bei der 

Freisetzung der endogenen Substrate involviert waren. Es wurden Marimastat (MM), ein 

Breitband-Metalloproteasen-Inhibitor, ein ADAM10 und -17 Inhibitor (GW) und ein 

präferenzieller ADAM10-Inhibitor (GI) verwendet. Die Insulin-induzierte 

Fraktalkin-Freisetzung in den HepG2-Zellen war signifikant reduziert unter Verwendung 

von Marimastat, GW und GI (Abbildung 13 A). Der inhibitorische Effekt von GI, dem 

ADAM10-Inhibitor, war vergleichbar mit dem Effekt von Marimastat bzw. GW. Diese 
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Beobachtung zeigte, dass ADAM10 hauptsächlich für die Freisetzung von Fraktalkin 

unter Insulin-Stimulation verantwortlich ist.  

Die Insulin-induzierte Freisetzung von TNFR1 in den HuH7-, H4- und HT29-Zellen 

wurde unter Verwendung von Marimastat und GW signifikant gehemmt, nicht aber unter 

dem ADAM10-Inhibitor GI (Abbildung 13 B-D). Die Ergebnisse gaben Aufschluss 

darüber, dass ADAM10 bei der Freisetzung von TNFR1 unter Insulin-Stimulation keine 

Rolle spielt. Weiterhin konnte man sagen, dass die Aktivität von ADAM17 durch Insulin 

aktiviert wird.  

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass GW einen vergleichbaren inhibitorischen 

Effekt wie Marimastat in HuH7-Zellen hatte und in diesem Kontext vermutlich die 

hauptverantwortliche Metalloprotease ist. In den H4- und HT29-Zellen hingegen hatte 

Marimastat einen stärkeren inhibitorischen Effekt als GW, was darauf schließen ließ, dass 

noch andere Metalloproteasen an der Freisetzung von TNFR1 unter Insulin in diesen 

Zelltypen involviert sein könnten. 

Durch den Einsatz der Inhibitoren ließ sich für die Insulin-induzierte Freisetzung von 

endogenen Substraten zusammenfassend sagen, dass Fraktalkin von ADAM10 und 

TNFR1 durch ADAM17 freigesetzt wird. 

 

ABBILDUNG 13 - ADAM-INHIBITOREN HEMMEN DIE INSULIN-INDUZIERTE FREISETZUNG VON 

SUBSTRATEN  
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HepG2-, HuH7-, H4- und HT29-Zellen wurden jeweils mit Marimastat (MM; 10 µM), dem ADAM10 und-
17-Inhibitor GW280264X (GW; 3 µM) oder dem ADAM10-Inhibitor GI254023X (GI; 3 µM) für 15 min 
vorinkubiert und anschließend mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert. Die Konzentration des 
freigesetzten Fraktalkin (A) bzw. des TNF-Rezeptors 1 (TNFR1; B-D) wurde im Überstand mittels ELISA 
gemessen. Dargestellt ist die relative Freisetzung von Fraktalkin bzw. TNFR1 im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle (Kontr.) als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Experimenten.  
* = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); # = signifikante Reduktion 
im Vergleich zur stimulierten Kontrolle (ohne Inhibitor); n.s. = nicht signifikante Veränderung. n = 3; 
Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA und post hoc-Tests; *p ≤ 0,05. 

 

4.2.3 INSULIN AKTIVIERT DIE SHEDDING-AKTIVITÄT DER ADAMS ÜBER 

DEN PI3K/AKT-SIGNALWEG 

Nachdem gezeigt wurde, dass Insulin die Aktivität von ADAM10 und -17 reguliert, 

wurde nun der Signalweg dieses Vorgangs näher untersucht. 

Der Insulin-Signalweg beginnt mit der Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor, das 

führt zu Rezeptor-Dimerisierung und zu einer intrazellulären Autophosphorylierung des 

Rezeptors. Daraufhin wird das Insulinrezeptorsubstrat (IRS) phosphoryliert und 

downstream werden unterschiedliche Signalkaskaden initiiert. Einer der wichtigsten 

Signalkaskaden in Bezug auf die Glucose-Homöostase ist der sogenannte 

PI3K/AKT-Signalweg. Dieser Signalweg ist über die Aktivierung der PI3K vermittelt, 

die wiederum über mehrere Adapterproteine zur Phosphorylierung von AKT (pAKT) 

führen. Phosphoryliertes AKT führt schließlich zur Translokation von Glucose-

Transportern an die Zelloberfläche und damit zur Regulation des Glucose-Haushalts 

(siehe Abbildung 4). Daher wurde der PI3K/AKT-Signalweg im Hinblick auf die 

Regulation der ADAMs durch Insulin angenommen. Um dies zu überprüfen wurde 

Wortmannin (WM), ein PI3K-Inhibitor verwendet. Zur Kontrolle einer ausreichenden 

Inhibition von PI3K durch Wortmannin, wurde die Phosphorylierung von dem 

downstream-regulierten Protein AKT mittels Westernblot-Analyse detektiert. Unter 

Insulinstimulation war eine eindeutige Zunahme der Phosphorylierung von AKT in den 

Zelllinien HepG2, HuH7 und HT29 zu detektieren (Abbildung 14 A-C). Bei 

gleichzeitigem Einsatz von Wortmannin und Insulin konnte in allen Zelllinien eine 

eindeutige Reduktion der Phosphorylierung von AKT beobachtet werden (Abbildung 14 

A-D). In den H4-Zellen war schon in der unbehandelten Kontrolle eine hohe 

Phosphorylierung von AKT zu beobachten, sodass es unter Insulin zu keiner weiteren 

eindeutigen Zunahme der Phosphorylierung von AKT kam (Abbildung 14 D). Daher 

konnte eine Aktivierung des Insulin-Signalwegs in den H4-Zellen nicht eindeutig 
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nachgewiesen werden und die Zellen wurden in den folgenden Experimenten nicht 

weiterverwendet.  

Neben der Proteindetektion, wurde außerdem die Freisetzung der endogenen Substrate 

von ADAM10 bzw. -17 im Überstand der Zellen gemessen. Hier zeigte sich, dass die 

Freisetzung der Substrate unter Insulin bei gleichzeitiger PI3K-Inhibition in allen 

getesteten Zelllinien signifikant reduziert war (Abbildung 14 E-H). 

 

ABBILDUNG 14 – INSULIN AKTIVIERT DIE SHEDDING-AKTIVITÄT VON ADAM 10 UND -17 ÜBER DEN 

PI3K/AKT- SIGNALWEG 
HepG2-, HuH7-, HT29- und H4-Zellen wurden mit oder ohne Wortmannin (WM; 50 nM) für 15 min 
vorinkubiert und anschließend mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert. Die Proben wurden mit einer 10% 
-igen SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression von AKT und dessen Phosphorylierungsstatus (pAKT) 
wurden mittels Westernblot-Analyse detektiert. Die AKT- und die GAPDH-Färbung dienten als 
Ladekontrollen. 
Ein repräsentativer Westernblot von jeweils drei unabhängigen Experimenten ist abgebildet (A-D).  
Die Konzentration des freigesetzten Fraktalkins (E) bzw. des TNF-Rezeptors 1 (TNFR1; F-H) im 
Überstand wurde mittels ELISA gemessen. Dargestellt ist die relative Freisetzung von Fraktalkin bzw. 
TNFR1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei 
unabhängigen Experimenten.  
* = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); # = signifikante Reduktion 
im Vergleich zur stimulierten Kontrolle (ohne Inhibitor). n = 3; Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe 
der One-way ANOVA und post hoc-Tests; *p ≤ 0,05. 

Der Einsatz des PI3K-Inhibitors Wortmannin lieferte erste Erkenntnisse, dass der 

Mechanismus der Insulin-induzierten Aktivität von ADAM10 und -17 über den 

PI3K/Akt-Signalweg reguliert sein könnte. 
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4.2.4 INSULINRESISTENZ VERHINDERT DIE STIMULATION DER SHEDDING-
AKTIVITÄT DURCH INSULIN 

Um den Aktivierungsmechanismus noch eingehender zu untersuchen, wurde neben dem 

PI3K-Inhibitor Wortmannin, auch ein zelluläres Insulinresistenz-Modell etabliert. Dieses 

Modell bot die Möglichkeit, den Mechanismus in einem physiologischeren Kontext, ohne 

den Einsatz von synthetischen Inhibitoren, zu untersuchen. Die Zellen wurden dafür mit 

Insulin (Insulinresistenz) oder zur Kontrolle mit Medium ohne Zusätzen (insulinsensitiv) 

für 24 Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut für 30 min 

mit Insulin stimuliert. Um die Insulinresistenz zu überprüfen, wurde die 

Phosphorylierung von AKT mittels Westernblot-Analyse detektiert. In den 

insulinsensitiven Zellen kam es zu einer Erhöhung der AKT-Phosphorylierung unter 

Insulin, während in den insulinresistenten Zellen keine Phosphorylierung von AKT durch 

Insulinstimulation möglich war (Abbildung 15 A-C). Weiterhin wurde die 

Proteinexpression der Pro-Form (p) sowie der maturen Form (m) von ADAM10 (A10) 

und ADAM17 (A17) überprüft. Hier war keine Veränderung der Expression in 

insulinresistenten Zellen zu beobachten (Abbildung 15 A-C). Damit konnte eine 

veränderte Regulation der Shedding-Aktivität basierend auf einer beeinflussten 

Proteinexpression der Proteasen unter Insulinresistenz ausgeschlossen werden. 

Schließlich wurde die Expression des Insulinrezeptors β (IRβ) detektiert. 

Interessanterweise konnte man eine verminderte Proteinexpression des Insulinrezeptors 

β in den insulinresistenten Zellen feststellen (Abbildung 15 A-C). Die verminderte 

Proteinexpression des Insulinrezeptors β könnte eine Folge der Langzeitinkubation mit 

Insulin sein und damit gleichzeitig zu der Entwicklung der Insulinresistenz beitragen.  

Um zu überprüfen welche Auswirkungen die Insulinresistenz auf die Shedding-Aktivität 

der ADAMs hatte, wurde auch die Freisetzung der endogenen Substrate von ADAM10 

bzw. -17 im Überstand der Zellen gemessen. Hierbei war zu beobachten, dass die 

Freisetzung der Substrate unter Insulinstimulation in insulinsensitiven Zellen signifikant 

erhöht war, während in insulinresistenten Zellen keine Erhöhung der Substratfreisetzung 

unter Insulinstimulation gemessen werden konnte (Abbildung 15 D-F). Diese Ergebnisse 

unterstrichen die vorherigen Beobachtungen, die zeigten, dass die Insulin-induzierte 

Stimulation der Aktivität über AKT reguliert ist.  
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ABBILDUNG 15 - INSULINRESISTENZ VERHINDERT DIE STIMULATION DER SHEDDING-AKTIVITÄT VON 

ADAM10 UND -17 DURCH INSULIN 
HepG2-, HuH7- und HT29-Zellen wurden jeweils mit 100 nM Insulin für 24 h inkubiert um Insulinresistenz 
zu induzieren. Zur Kontrolle wurden Zellen in Kulturmedium ohne Zusätze für 24 h inkubiert 
(Insulinsensitiv). Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert. Die 
Proben wurden mit einer 10% -igen SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression von AKT, dessen 
Phosphorylierungsstatus (pAKT) sowie die Expression ADAM10 (A10), ADAM17 (A17) und dem 
Insulinrezeptor ß (IRß) wurden mittels Westernblot-Analyse detektiert. Von ADAM10 und -17 sind jeweils 
die Pro-Form (p) und mature Form (m) detektiert worden. Die AKT- und die GAPDH-Färbungen dienten 
als Ladekontrollen. 
Ein repräsentativer Westernblot von jeweils drei unabhängigen Experimenten ist abgebildet (A-C).  
Die Konzentration des freigesetzten Fraktalkin (D) bzw. des TNF-Rezeptors 1 (TNFR1; E-G) im Überstand 
wurde mittels ELISA gemessen. Dargestellt ist die relative Freisetzung von Fraktalkin bzw. TNFR1 im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Experimenten.  
* = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); n.s. = nicht signifikante 
Veränderung. n = 3; Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA und post hoc-Tests; 
*p ≤ 0,05. 

Zusammenfassend wurde durch den Einsatz eines synthetischen Inhibitors sowie durch 

die Verwendung eines zellulären Insulinresistenz-Modells gezeigt, dass der 

Mechanismus, der zu der Insulin-induzierten Shedding-Aktivität der ADAMs führt über 

den Insulinrezeptor β, die PI3K-Aktivität und die Phosphorylierung von AKT reguliert 

ist.  
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4.2.5 INSULIN INDUZIERT DIE EXTERNALISIERUNG VON 

PHOSPHATIDYLSERIN 

In jüngster Zeit wurde in unserer Arbeitsgruppe ein neuer Aktivierungsmechanismus von 

ADAM10 (unveröffentlichte Daten) und ADAM1712 beschrieben. Dabei wurde gezeigt, 

dass positiv-geladene Regionen der Domänen der Proteasen ADAM10 und -17 mit dem 

negativ-geladenen Phosphatidylserin extrazellulär an der Plasmamembran interagieren, 

wodurch der Shedding-Vorgang initiiert wird. In den Studien wurden verschiedene 

beschriebene ADAM-Stimulanzien wie Ionomycin, PMA, Melittin oder der Fibroblast 

growth factor 7 untersucht und es wurde gezeigt, dass es unter all diesen Stimulanzien zu 

einer temporären Externalisierung von Phosphatidylserin kommt.12 

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Externalisierung von Phosphatidylserin auch bei 

der Aktivierung der ADAMs durch Insulin involviert ist. Dabei wurde der Fokus auf die 

Leberkarzinom-Zelllinie HepG2 gelegt, da diese wie oben erwähnt von physiologischer 

Relevanz ist. 

Zunächst wurden HepG2-Zellen mit unterschiedlichen Insulinkonzentrationen 

(10-500 nM) behandelt und mit Annexin V, das spezifisch an extrazelluläres 

Phosphatidylserin bindet und mit einem rot-fluoreszierenden Marker (Alexa 568) 

gekoppelt ist, gefärbt. Simultan mit steigender Insulinkonzentration nahm dabei auch die 

rot-fluoreszierende Fläche der AnnexinV-Färbung zu (Abbildung 16 A, B). Diese 

Beobachtung zeigte, dass unter Insulinbehandlung der Gehalt an Phosphatidylserin an der 

äußeren Plasmamembran der HepG2-Zellen zunahm. Eine Erhöhung der 

Phosphatidylserin-Externalisierung unter Insulinbehandlung konnte auch in den anderen 

Zelllinien HuH7 und HT29 beobachtet werden (Abbildung 16 C, D). 
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ABBILDUNG 16 – INSULIN INDUZIERT KONZENTRATIONSABHÄNGIG DIE EXTERNALISIERUNG VON 

PHOSPHATIDYLSERIN  
HepG2-Zellen wurden mit 10-500 nM Insulin für 30 min behandelt und mit AnnexinV-568 (rot) sowie mit 
DAPI (blau) gefärbt und mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Dargestellt ist ein repräsentatives Bild 
aus drei unabhängigen Experimenten (A). Phosphatidylserin ist rot markiert und die Zellkerne sind blau 
dargestellt. 
Die Fluoreszenzfläche der AnnexinV-568-Färbung wurde mit Hilfe von ImageJ ermittelt und zu der Anzahl 
der Zellen relativiert. 
Dargestellt ist die relative Fluoreszenzfläche (Rel. Fluor.-Fläche) von AnnevinV-568 als Mittelwert mit 
Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten (B). 
* = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); n.s. = nicht signifikante 
Veränderung. n = 3; Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA und post hoc-Tests; 
*p ≤ 0,05. 
HuH7- und HT29-Zellen wurden jeweils mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert und mit AnnexinV-568 
(rot) sowie mit DAPI (blau) gefärbt und wie oben beschrieben detektiert. Dargestellt ist ein repräsentatives 
Bild aus drei unabhängigen Experimenten (C, D). Der Maßstabsbalken zeigt 10 µm. 
 

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Externalisierung von Phosphatidylserin durch Insulin 

konzentrationsabhängig hervorgerufen wird. In vorherigen Experimenten wurde gezeigt, 

dass ADAM10- und ADAM17-spezifische Substrate unter Insulin 

konzentrationsabhängig freigesetzt wurden (siehe 4.2.1). Diese zwei Beobachtungen 

lassen vermuten, dass die Externalisierung von Phosphatidylserin unter Insulin bei der 

Aktivierung der Proteasen eine Rolle spielen könnte.  
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4.2.6 INSULIN-INDUZIERTE PHOSPHATIDYLSERIN-EXTERNALISIERUNG 

IST ÜBER DEN PI3K/AKT-SIGNALWEG REGULIERT 

Um den Zusammenhang von der Insulin-induzierten ADAM-Aktivierung und der 

gleichzeitigen Externalisierung von Phosphatidylserin weiter zu untersuchen, wurde die 

Bedeutung des PI3K/AKT-Signalwegs auch für die Externalisierung von 

Phosphatidylserin analysiert. 

Zu diesem Zweck wurden die HepG2-Zellen mit dem PI3K-Inhibitor Wortmannin 

behandelt und der Gehalt von Phosphatidylserin an der Zelloberfläche bestimmt. Es 

zeigte sich, dass der Phosphatidylserin-Gehalt an der Zelloberfläche durch die Inhibition 

von PI3K unter Insulin im Vergleich zu der Stimulationskontrolle (Insulin ohne Inhibitor) 

signifikant reduziert war (Abbildung 17 A, B). Dieses erste Ergebnis ließ vermuten, dass 

der PI3K/AKT-Signalweg auch für die Externalisierung von Phosphatidylserin unter 

Insulin eine zentrale Rolle spielt. 

Zur weiteren Untersuchung wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin unter 

Insulin in insulinresistenten HepG2-Zellen gemessen. Dafür wurde das Insulinresistenz-

Modell verwendet: In den Zellen wurde wie zuvor beschrieben Insulinresistenz induziert 

(siehe 4.2.4) und die Externalisierung von Phosphatidylserin wurde bestimmt. Während 

in insulinsensitiven Zellen eine signifikante Erhöhung des Phosphatidylserin-Gehalts 

durch Insulinstimulation zu messen war, konnte hingegen bei insulinresistenten Zellen 

keine Veränderung des Phosphatidylserin-Gehalts durch die Stimulation mit Insulin 

detektiert werden (Abbildung 17 C, D). Diese Ergebnisse unterstrichen die vorherige 

Beobachtung und bestätigten die zentrale Rolle des PI3K/AKT-Signalwegs für die 

Externalisierung von Phosphatidylserin unter Insulinstimulation. 

An diesem Punkt war festzustellen, dass nicht nur die Shedding-Aktivität von ADAM10 

und -17, sondern auch die Externalisierung von Phosphatidylserin an die Zelloberfläche 

durch Insulin induziert werden kann. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass beide 

Vorgänge über denselben PI3K/AKT-Signalweg reguliert sind. Nun war zu beweisen, 

dass diese beiden Vorgänge auch kausal miteinander verbunden sind.  
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ABBILDUNG 17 – PHOSPHATIDYLSERIN-EXTERNALISIERUNG DURCH INSULIN IST ÜBER DEN PI3K/AKT-
SIGNALWEG REGULIERT  
HepG2-Zellen wurden mit Wortmannin (WM; 50 nM) für 15 min vorinkubiert und mit 100 nM Insulin für 
30 min stimuliert. Anschließend wurden die Zellen mit Annexin V-Alexa 568 (rot) sowie mit DAPI (blau) 
gefärbt und mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert (A).  
Zur Induktion der Insulinresistenz wurden HepG2-Zellen jeweils mit 100 nM Insulin für 24 h inkubiert 
(Insulinresistenz). Zur Kontrolle wurden Zellen in Kulturmedium ohne Zusätze für 24 h inkubiert 
(Insulinsensitiv). Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert und 
wie oben beschrieben gefärbt (C). Phosphatidylserin ist rot, und die Zellkerne sind blau dargestellt. 
Dargestellt ist je ein repräsentatives Bild aus drei unabhängigen Experimenten (A, C). Der Maßstabsbalken 
zeigt 10 µm.  
Die Fluoreszenzfläche der Annexin V-Alexa 568-Färbung wurde mit Hilfe von ImageJ ermittelt und zu der 
Anzahl der Zellen relativiert. Dargestellt ist die relative Fluoreszenzfläche von Annexin V-Alexa 568 pro 
Zelle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten (B, D) 
* = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); # = signifikante Reduktion 
im Vergleich zur stimulierten Kontrolle (ohne Inhibitor); n.s. = nicht signifikante Veränderung. n = 3; 
Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA und post hoc-Tests; *p ≤ 0,05. 
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4.2.7 PHOSPHATIDYLSERIN-EXTERNALISIERUNG IST FÜR DIE ADAM-
AKTIVIERUNG DURCH INSULIN NOTWENDIG 

Um der Frage nach einem direkten Zusammenhang zwischen der Aktivierung von 

ADAM10 und der Externalisierung von Phosphatidylserin durch Insulin nachzugehen, 

wurde eine mögliche Protein-Interaktion untersucht. 

Auf der einen Seite wurde die mögliche Interaktionsdomäne von ADAM10 inhibiert. 

Dafür wurde die Substanz O-Phospho-L-Serin (OPS) verwendet. OPS ist die 

negativ-geladene Kopfgruppe von Phosphatidylserin und bindet kompetitiv die positiv-

geladene Aminosäuren der Stalk-Domäne von ADAM10, die für die Interaktion mit 

Phosphatidylserin verantwortlich ist und verhindert so die Interaktion zwischen der 

Membran und ADAM10 (unveröffentlichte Daten; Abbildung 18 A). Die HepG2-Zellen 

wurden mit OPS und zur Kontrolle mit der Kopfgruppe von Phosphocholin (PC) 

behandelt und mit Insulin stimuliert. Die Freisetzung von Fraktalkin in den Überstand der 

Zellen zeigte, dass die Inkubation von OPS bei gleichzeitiger Insulinstimulation zu einer 

signifikanten Reduktion der Shedding-Aktivität von ADAM10 im Vergleich zur 

Insulinstimulation ohne Inhibitor führte. Während bei der Behandlung mit PC keine 

Veränderung der Aktivität zu beobachten war (Abbildung 18 B). Dieses Ergebnis gab den 

ersten Hinweis, dass es vermutlich zu einer Interaktion von Phosphatidylserin und 

ADAM10 unter Insulinstimulation kommt, die für die Shedding-Aktivität notwendig ist. 

Auf der anderen Seite wurde Phosphatidylserin, welches an die Zelloberfläche 

externalisiert wurde mit bovinem Laktadherin blockiert, um die mögliche Interaktion mit 

ADAM10 zu verhindern. Laktadherin ist ein körpereigenes Protein, das eine 

Phosphatidylserin-Bindungsdomäne besitzt und damit spezifisch an Phosphatidylserin-

reiche Regionen der Zellmembran bindet216 (Abbildung 18 A). HepG2-Zellen wurden mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von Laktadherin (0,1-1 µM) behandelt und mit 

Insulin stimuliert. Mit steigender Laktadherin-Konzentration war eine verminderte 

Freisetzung von Fraktalkin unter Insulinstimulation zu detektieren (Abbildung 18 B). 

Damit wurde gezeigt, dass es möglich ist, durch die Blockierung von Phosphatidylserin 

an der Zelloberfläche, die Insulin-induzierte Aktivität von ADAM10 zu inhibieren. 

Die beiden Versuche konnten so aus zwei Perspektiven demonstrieren, dass die 

Externalisierung von Phosphatidylserin durch Insulin für die Stimulation der 

Shedding-Aktivität von ADAM10 notwendig ist. 
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ABBILDUNG 18 – PHOSPHATIDYLSERIN-EXTERNALISIERUNG DURCH INSULIN IST FÜR DIE SHEDDING-
AKTIVITÄT VON ADAM10 NOTWENDIG  
Die schematische Darstellung für die Untersuchung der Interaktion zwischen Phosphatidylserin und 
ADAM10: Auf der einen Seite bindet O-Phospho-L-Serin (OPS) an der positiv-geladenen Regionen der 
Stalk-Domäne von ADAM10 und verhindert so die Interaktion mit der Zellmembran. Auf der anderen Seite 
bindet Laktadherin Phosphatidylserin, welches an die Zelloberfläche externalisiert wurde (PS External.) 
und blockiert so die Interaktion mit ADAM10 (A). 
HepG2-Zellen wurden mit 30 mM OPS, zur Kontrolle mit 30 mM Phosphocholin (PC) oder mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an Laktadherin (0,1-1 µM) für 15 min vorinkubiert und anschließend 
mit 100 nM Insulin stimuliert. Die Konzentration des freigesetzten Fraktalkins im Zellüberstand wurde 
mittels ELISA gemessen. Dargestellt ist die relative Freisetzung von Fraktalkin im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten.  
* = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); # = signifikante Reduktion 
im Vergleich zur stimulierten Kontrolle (ohne Inhibitor); n.s. = nicht signifikante Veränderung im 
Vergleich zur stimulierten Kontrolle. n = 3; Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA 
und post hoc-Tests; *p ≤ 0,05. 
 

4.2.8 INSULIN-INDUZIERTE ABSPALTUNG VON FRAKTALKIN DURCH 

ADAM10 FÜHRT ZU EINER REDUZIERTEN MONOZYTEN-ADHÄSION 

Nachdem gezeigt wurde, dass Insulin ADAM10 und -17 aktiviert und der zugrunde 

liegende Mechanismus z. T. untersucht war, stellte sich nun die Frage nach der möglichen 

funktionellen Relevanz dieses Vorgangs. Die Insulin-induzierte Aktivierung von 

ADAM10 in den HepG2-Zellen führte zu einer erhöhten Freisetzung von Fraktalkin. Das 

membranständige Fraktalkin wurde in Endothelzellen als Adhäsionsmolekül beschrieben 

und bindet den CX3C-Rezeptor 1.217 Dieser wird vor allem von Immunzellen wie 

Monozyten, so auch von der monozytären Zelllinie THP1 exprimiert, aber auch von 

Lymphozyten wie natürlichen Killerzellen, B- und T-Zellen.218,219 Die 

Fraktalkin-Expression ist unter inflammatorischen Bedingungen stark erhöht,47 damit 

wird die Rekrutierung und Zelladhäsion von Immunzellen durch Bindung an den 

CX3C-Rezeptor 1 ermöglicht, diese Vorgänge führen schließlich zur Erkennung und 

Eliminierung der betroffenen Zelle.218,220 Folglich spielt die Fraktalkin-vermittelte 

Zelladhäsion eine wichtige Rolle bei der Immunantwort. 
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Im Folgenden wurde untersucht, ob die Regulation der ADAM10-Aktivität durch Insulin 

und die damit verbundene Freisetzung von membranständigem Fraktalkin in den 

HepG2-Zellen einen Einfluss auf die Zelladhäsion von Monozyten hat. 

Zur Untersuchung wurde der Adhäsionstest verwendet (siehe  Zellulärer Adhäsionstest): 

HepG2-Zellen wurden mit verschiedenen Inhibitoren behandelt und anschließend mit 

Insulin stimuliert. Daraufhin wurden die HepG2-Zellen mit Fluoreszenz-markierten 

THP1-Zellen kokultiviert und anschließend wurde die zelluläre Adhäsion der 

THP1-Zellen an den HepG2-Zellen bestimmt. Unter Insulinstimulation ohne Inhibitoren 

war eine signifikante Reduktion der Zelladhäsion zu beobachten. Bei dem gleichzeitigen 

Einsatz von den Inhibitoren MM, GW, GI, WM und dem Phosphatidylserin-Blocker 

Laktadherin (Lakt.) konnte keine Veränderung der Zelladhäsion im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle detektiert werden (Abbildung 19 A). Damit wurde gezeigt, dass 

es unter Insulinbehandlung zu einer reduzierten THP1-Zelladhäsion an den 

HepG2-Zellen kam. Dieser Vorgang war ADAM10-abhängig, da bei gleichzeitiger 

Behandlung mit dem ADAM10-Inhibitor GI, vergleichbar mit Marimastat und GW, die 

reduzierte THP1-Zelladhäsion durch Insulin vollständig aufgehoben wurde. Weiterhin 

konnte durch den Einsatz von Wortmannin gezeigt werden, dass die THP1-Zelladhäsion 

über den PI3K/AKT-Signalweg reguliert war. Außerdem konnte durch die Verwendung 

von Laktadherin demonstriert werden, dass auch die Externalisierung von 

Phosphatidylserin bei der Regulation von der THP1-Zelladäsion nötig war.  

Um zu überprüfen, ob die beobachtete THP1-Zelladhäsion spezifisch über Fraktalkin 

vermittelt ist, wurde rekombinantes Fraktalkin eingesetzt. Dafür wurden die 

THP1-Zellen, vor der Kokultivierung mit den HepG2-Zellen, mit rekombinantem 

humanen Fraktalkin (rek. Frakt.) inkubiert und so wurde der CX3C-Rezeptor 1 

abgesättigt. Hier zeigte sich, dass Insulin ohne rekombinantes Fraktalkin (- rek. Frakt.) 

die THP1-Zelladhäsion signifikant hemmte. Während bei der Insulinbehandlung unter 

Absättigung des CX3C-Rezeptors 1 durch rekombinantes Fraktalkin (+ rek. Frakt.) keine 

veränderte Fraktalkin-Freisetzung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu 

beobachten war (Abbildung 19 B). Außerdem konnte gezeigt werden, dass es schon unter 

konstitutiven Bedingungen zu einer signifikanten Reduktion der THP1-Zelladhäsion 

zwischen den unstimulierten Proben ohne bzw. mit rekombinantem Fraktalkin kam 

(Abbildung 19 B). Das sprach dafür, dass die THP1-Zelladhäsion unter konstitutiven 

Bedingungen maßgeblich über Fraktalkin vermittelt ist. Aufschlussreich für die 

Fragestellung, ob Fraktalkin auch unter Insulinstimulation hauptsächlich für die 
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THP1-Zelladhäsion verantwortlich ist, war vor allem, dass keine Veränderung der 

THP1-Zelladhäsion zwischen den Insulin-behandelten Proben ohne bzw. mit 

rekombinantem Fraktalkin festgestellt werden konnte (Abbildung 19 B). Damit wurde 

gezeigt, dass die Insulin-induzierte Reduktion der THP1-Zelladhäsion tatsächlich über 

Fraktalkin vermittelt ist. 

 

ABBILDUNG 19 – INSULIN-STIMULIERTE FRAKTALKIN-FREISETZUNG DURCH ADAM10 FÜHRT ZU 

REDUZIERTER THP1-ZELLADHÄSION 
HepG2-Zellen wurden mit dem Breitband-Metalloproteasen-Inhibitor Marimastat (MM; 10 µM), dem 
ADAM10 und -17-Inhibitor GW280264X (GW; 3 µM), dem ADAM10-Inhibitor GI254023X (GI; 3 µM), 
dem PI3K-Inhibitor Wortmannin (WM; 50nM) oder mit dem Phosphatidylserin-Blocker Laktadherin 
(Lakt.; 1 µM) für 15 min vorinkubiert und anschließend mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert. Parallel 
wurden die THP1-Zellen mit 5 µM Calcein-AM für 15 min Fluoreszenz-markiert und anschließend für 1 h 
mit HepG2-Zellen kokultiviert (A).  
Für die Bestimmung der Fraktalkin-Spezifität wurden die THP1-Zellen nach der Fluoreszenz-Markierung 
mit 1 µg/ml rekombinantem humanen Fraktalkin (rek. Frakt.) für 15 min behandelt und anschließend mit 
den - mit oder ohne Insulin behandelten - HepG2-Zellen kokultiviert (B). 
Die Adhäsion der THP1-Zellen an den HepG2-Zellen wurde mittels Fluoreszenzsignal-Messung bestimmt 
und zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.) relativiert. Dargestellt ist die relative THP1-Zelladhäsion im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Experimenten.  
# = signifikante Reduktion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); n.s. = nicht signifikante 
Veränderung zur unbehandelten Kontrolle. n = 3; Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way 
ANOVA und post hoc-Tests; *p ≤ 0,05. 

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse der Zelladhäsionsversuche, dass Insulin durch 

die Stimulation von ADAM10 und der damit verbundenen Freisetzung von 

membranständigem Fraktalkin zu einer verminderten Adhäsion von Monozyten an 

HepG2-Zellen führt. Dieser Vorgang könnte möglicherweise für die Leberkarzinomzelle 

von funktioneller Relevanz sein, da die reduzierte Adhäsion von Monozyten an der 

Krebszelle zu einer eingeschränkten Immunantwort führen könnte. In Tumoren herrscht 

eine verminderte Sauerstoffverfügbarkeit die auch als Hypoxie bezeichnet wird. Daher 

wurde weiterführend der Einfluss eines hypoxischen Mikromilieus auf die 

Insulin-induzierte Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 untersucht. 
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4.2.9 REGULATION DER SHEDDING-AKTIVITÄT DURCH INSULIN UNTER 

HYPOXIE 

Eine erniedrigte Sauerstoffverfügbarkeit ist je nach Gewebsart physiologisch und 

schwankt zwischen 1-11 % Sauerstoffgehalt (O2) im Körper. Interessanterweise wurde in 

Tumoren und Organen und Geweben von Typ-2-Diabetes-Patienten eine besonders 

geringe Sauerstoffkonzentration beschrieben, da es dort Regionen gibt, die z.B. nicht 

ausreichend mit Blutgefäßen versorgt sind.82,221 In verschiedenen Tumorarten wurde 

gezeigt, dass eine veränderte Regulation der Protease ADAM10 und ADAM17 vorliegt. 
143,222 Zudem gibt es Hinweise, dass ADAM10 und -17 durch Hypoxie-induzierte 

Faktoren (HIFs) reguliert werden können.87,181,223,224 Die Auswirkungen auf die 

Regulation der Shedding-Aktivität scheint allerdings Zell- bzw. Gewebe-abhängig zu 

sein. 

Im Folgenden wurden erste Ergebnisse erzielt, die der Frage nachgingen, ob Hypoxie 

einen Einfluss auf die Insulin-induzierte Aktivität von ADAM10 und -17 hat. Dabei 

wurde auch getestet, ob hypoxische Bedingungen einen Einfluss auf den 

Insulin-Signalweg in Leberkarzinom-Zelllinien haben.  

Um ein hypoxisches Mikromilieu zu erzeugen wurden zwei verschiedene Methoden 

angewandt: Zum einen wurde als Inhibitor Cobaltchlorid (CoCl2) eingesetzt. Zum 

anderen wurde eine Hypoxie-Kammer genutzt, in der die Zellen unter definierte 

Sauerstoffkonzentrationen von 1,5 % und 3 % inkubiert und untersucht wurden. 

 

4.2.9.1 COCL2-INDUZIERTE HYPOXIE FÜHRT ZU EINGESCHRÄNKTEM 

METABOLISCHEN INSULIN-SIGNALWEG UND INHIBITION DER INSULIN-

VERMITTELTEN SHEDDING-AKTIVTIVIERUNG DER ADAMS 

Für die Untersuchung der Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 sowie der 

Insulinsignalweiterleitung unter hypoxischen Bedingungen wurde zu Beginn CoCl2 

verwendet. CoCl2 hat die Eigenschaft hypoxische Bedingungen in der Zelle zu 

simulieren, indem es die Sauerstoff-abhängigen PHD-Enzyme inhibiert. Dies führt dazu, 

dass HIF-1α, der unter normoxischer Sauerstoffkonzentration fortlaufend 

proteolytischem Abbau unterliegt, stabilisiert wird. HIF-1α wiederum bindet an HIF-1β, 

nach nukleärer Translokation wirkt der entstandene HIF-Komplex im Zellkern als 

Transkriptionsfaktor und reguliert HR-Gene (siehe Abbildung 3). Aus diesem Grund wird 
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CoCl2 häufig genutzt, um hypoxische Bedingungen in der Zelle zu simulieren. Die 

HepG2- und HuH7-Zellen wurden daher mit CoCl2 über Nacht inkubiert und 

anschließend mit Insulin stimuliert. Zum Nachweis für die erfolgreiche Induktion von 

Hypoxie, wurde das stabilisierte Protein HIF-1α in den Zellen mittels 

Westernblot-Analyse nachgewiesen. Hier zeigte sich, dass HIF-1α nach einer Inkubation 

mit 200 µM CoCl2 über Nacht ausreichend stabilisiert und damit zu detektieren war 

(Abbildung 20 A, B). Weiterhin wurde die Proteinexpression von ADAM10 und -17 

detektiert. Hier zeigte sich, dass es unter CoCl2-induzierter Hypoxie zu keiner 

veränderten Expression der Proteasen kam (Abbildung 20 A, B). Dementsprechend 

konnte eine Regulation der Shedding-Aktivität aufgrund veränderter Proteinexpression 

der Proteasen ausgeschlossen werden. Interessanterweise konnte in beiden Zelllinien eine 

verminderte Phosphorylierung von AKT (pAKT) nach Insulinstimulation unter Hypoxie 

beobachtet werden. Die Proteinexpression des Insulinrezeptors β (IRβ) blieb hingegen 

unverändert und konnte daher als Ursache für eine verminderte AKT-Phosphorylierung 

ausgeschlossen werden (Abbildung 20 A, B). 

Neben der Proteinexpressionsanalyse, wurde auch die Freisetzung von den 

ADAM10- bzw. ADAM17-Substraten unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen und mit zusätzlicher Insulinstimulation bestimmt. Hierbei war 

überraschenderweise zu beobachten, dass die Insulinstimulation unter normoxischen 

Bedingungen zu einer signifikanten Erhöhung der Freisetzung der ADAM-Substrate 

führte, während die Insulinstimulation unter hypoxischen Bedingungen zu keiner 

veränderten Substrat-Freisetzung führte (Abbildung 20 C, D). Damit beeinflussen 

hypoxische Bedingungen scheinbar die Stimulierbarkeit der Shedding-Aktivität unter 

Insulinstimulation. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass Hypoxie allein keinen 

Einfluss auf die Freisetzung der ADAM-Substrate hatte, da unter konstitutiven 

Bedingungen - ohne Insulinstimulation – keine Veränderung der Freisetzung auftrat. 

Damit scheint die proteolytische Aktivität der Proteasen nicht durch Hypoxie beeinflusst 

zu sein. 

Die ersten Ergebnisse unter CoCl2-induzierter Hypoxie deuteten darauf hin, dass Hypoxie 

einen inhibierenden Effekt auf die Insulinsignalweiterleitung hat Von besonderem 

Interesse war die Beobachtung, dass die Stimulation der Aktivität von ADAM10 und -17 

durch Insulin unter Hypoxie komplett aufgehoben war. Diese ersten Ergebnisse wurden 

weitergehend unter Verwendung einer Hypoxie-Kammer untersucht. 



Ergebnisse 

72 

 

ABBILDUNG 20 – HYPOXIE DURCH COCL2 FÜHRT ZU REDUZIERTER INSULINSIGNALWEITERLEITUNG 

UND EINGESCHRÄNKTER STIMULIERBARKEIT DER SHEDDASEN DURCH INSULIN 
HepG2- und HuH7- Zellen wurden jeweils mit 200µM Cobaltchlorid (CoCl2) für 24 h inkubiert, um 
hypoxische Bedingungen zu simulieren (Hypoxie (CoCl2)). Zur Kontrolle wurden Zellen in Kulturmedium 
ohne Zusätze bei einer Luftsauerstoffkonzentration von 21 % inkubiert (Normoxie). Nach der 
Inkubationszeit wurden die Zellen mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert. Die Proben wurden mit einer 
10 % -igen SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression von AKT, dessen Phosphorylierungsstatus (pAKT) 
sowie die Expression von dem Hypoxie- induziertem Faktor-1alpha (HIF-1α), ADAM10, ADAM17 und 
dem Insulinrezeptor ß (IRß) wurden mittels Westernblot-Analyse detektiert. Von ADAM10 und -17 sind 
jeweils die Pro-Form (p) und mature Form (m) detektiert worden. Die AKT- und GAPDH-Färbung dienten 
als Ladekontrollen. 
Ein repräsentativer Westernblot von jeweils drei unabhängigen Experimenten ist abgebildet (A, B).  
Die Konzentration des freigesetzten Fraktalkins (C) bzw. des TNF-Rezeptors 1 (TNFR1; D) im Überstand 
wurde mittels ELISA gemessen. Dargestellt ist die relative Freisetzung von Fraktalkin bzw. TNFR1 im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Experimenten.  
* = signifikante Erhöhung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontr.); n.s. = nicht signifikante 
Veränderung. n = 3; Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe der One-way ANOVA und post hoc-Tests; 
*p ≤ 0,05. 
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4.2.9.2 METABOLISCHER INSULIN-SIGNALWEG IST UNTER HYPOXIE IN 

ABHÄNGIGKEIT DER INKUBATIONSZEIT UNTERSCHIEDLICH REGULIERT 

Die Experimente mit dem Inhibitor CoCl2 lieferten überraschende erste Ergebnisse in 

Bezug auf die veränderte Stimulierbarkeit der Shedding-Aktivität unter Hypoxie. 

Nachteile von CoCl2 sind zum einen, dass es ab einer Konzentration von 250 µM 

zytotoxische Wirkung gezeigt hat225,226 und dass die Inhibition der PHDs nur einen 

Teilaspekt von einer Hypoxie ausmacht. Es sind auch metabolische Effekte und viele 

weitere Mediatoren beschrieben, die unter hypoxischen Bedingungen reguliert sind.227 

Um eine Hypoxie, wie sie beispielsweise in Tumoren oder Entzündungen vorkommt, zu 

untersuchen, wurde in den Folgeexperimenten eine Hypoxie-Kammer eingesetzt, in der 

die Zellen unter definierten Sauerstoffkonzentrationen behandelt werden konnten.  

Die Experimente wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Andreas 

Ludwig an dem Institut für Pharmakologie und Toxikologie an der RWTH Aachen 

durchgeführt. Aus zeitlichen Gründen konnten nur die HepG2-Zellen in der Hypoxie-

Kammer getestet werden. Die HepG2-Zellen wurden bei 1,5 % und 3 % O2 (Hypoxie) 

und zur Kontrolle unter normoxischen Bedingungen (Normoxie; 21 % O2) für 24 oder 48 

Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit Insulin stimuliert und 

die Expression von AKT sowie dessen Phosphorylierungsstatus (pAKT) und die 

Expression des Insulinrezeptors β (IRβ) mittels Westernblot-Analyse bestimmt 

(Abbildung 21 A, B, E). Hier zeigte sich, dass es zu einer verminderten Phosphorylierung 

von AKT (pAKT) bei Insulinstimulation unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich 

zur Normoxie kam (Abbildung 21 A, B). Diese Beobachtungen wiesen auf eine 

eingeschränkte Insulinsignalweiterleitung hin und bestätigten die vorherigen Versuche 

mit CoCl2-induzierter Hypoxie. Allerdings konnten diese Beobachtungen nur bei 

Hypoxie mit einer Inkubationszeit von 24 Stunden gemacht werden. Bei einer längeren 

Inkubationszeit unter Hypoxie von 48 Stunden kam es zu einer gegenteiligen 

Beobachtung: Hier führten die hypoxischen Bedingungen zu einer verstärkten 

Phosphorylierung von AKT unter Insulinstimulation (Abbildung 21 E). Das wiederum 

sprach für eine Induktion des Insulinsignalwegs unter langwierigen hypoxischen 

Bedingungen. 

Um zu überprüfen welche Auswirkungen die Hypoxie auf die Shedding-Aktivität von 

ADAM10 hatte, wurde die Freisetzung von Fraktalkin im Überstand der Zellen 

gemessen. Hierbei war zu beobachten, dass die Fraktalkin-Freisetzung bei 

Insulinstimulation unter Normoxie deutlich erhöht war, während unter allen getesteten 
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hypoxischen Bedingungen (1,5 %, 3 % O2) und Inkubationszeiten (24 h, 48 h) keine 

eindeutige Erhöhung der Freisetzung durch Insulin zu beobachten war (Abbildung 21 C, 

D, F). Diese Beobachtungen unterstrichen auf der einen Seite die Ergebnisse aus den 

vorherigen Versuchen und bestätigten, dass Hypoxie die Stimulation der 

Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 durch Insulin inhibiert. Auf der anderen Seite 

scheint es in diesem Fall keine Korrelation zwischen der Insulinsignalweiterleitung über 

den AKT-Signalweg und der Shedding-Aktivität der ADAMs durch Insulin zu geben, da 

die eingeschränkte Shedding-Aktivität unter Insulin und Hypoxie unabhängig von dem 

Phosphorylierungsstatus von AKT auftrat. 

An dieser Stelle muss gesagt werden, dass die Versuche in der Hypoxiekammer aufgrund 

von Zeitmangel nur einmal durchgeführt werden konnten, daher sind jegliche 

Schlussfolgerungen aus diesen Versuchen spekulativ. Problematisch ist vor allem, dass 

die Stabilisierung von HIF-1α bei den Versuchen in der Hypoxiekammer nicht detektiert 

werden konnte und damit hypoxische Bedingungen nicht eindeutig nachzuweisen waren. 

Die Versuche müssen reproduziert und validiert werden bevor weitere Aussagen über den 

Zusammenhang von Hypoxie, Insulinsignalweiterleitung und deren Einfluss auf die 

Aktivität der ADAMs getroffen werden können. 

Für die Versuche mit Hypoxie insgesamt kann unter Vorbehalt festgehalten werden, dass 

eine verringerte Sauerstoffkonzentration in der Umgebung die Stimulation der 

Shedding-Aktivität von ADAM10 und ADAM17 durch Insulin beeinflusst. 
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ABBILDUNG 21 – UNTERSCHIEDLICHE INKUBATIONSZEITEN IN DER HYPOXIE-KAMMER FÜHREN ZU 

VERSCHIEDENEN ERGEBNISSEN IN BEZUG AUF DEN AKT-SIGNALWEG UNTER INSULIN  
HepG2- Zellen wurden unter einer Sauerstoffkonzentration von 1,5 % (A, C) oder 3 % (B, D-F) in der 
Hypoxie-Kammer inkubiert für 24 h (A-D) bzw. 48 h (E, F) inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen in 
Kulturmedium ohne Zusätzen bei einer Luftsauerstoffkonzentration von 21 % für 24 h inkubiert 
(Normoxie). Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 100 nM Insulin für 30 min stimuliert. Die 
Proben wurden mit einer 10 % -igen SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression von AKT, dessen 
Phosphorylierungsstatus (pAKT) sowie die Expression von dem Insulinrezeptor ß (IRß) wurden mittels 
Westernblot-Analyse detektiert. Die AKT- und GAPDH-Färbungen dienten als Ladekontrollen.  
Die Konzentration des freigesetzten Fraktalkin im Überstand wurde mittels ELISA gemessen. Dargestellt 
ist die relative Freisetzung von Fraktalkin im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit 
Standardabweichung von Doppelwerten aus einem Experiment; n=1. 
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5 DISKUSSION 

 

Die Faktoren Glutamat, Aluminium und Glucose werden mit einer Reihe von 

Erkrankungen in Verbindung gebracht, wie z.B. mit der Alzheimer-Krankheit, 

Krebserkrankungen oder Typ-2-Diabetes mellitus. In diesen Erkrankungen ist z.T. auch 

eine veränderte Shedding-Aktivität der Proteasen ADAM10 und -17 beschrieben worden. 

Das erste Ziel dieser Arbeit war daher zu untersuchen, ob diese Faktoren in der Lage sind 

die Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 zu beeinflussen. 

Es konnte gezeigt werden, dass Glutamat und Aluminiumverbindungen keinen Einfluss 

auf die ADAM-vermittelte Substrat-Freisetzung der Proteasen unter den getesteten 

Versuchsbedingungen aufwiesen. Eine gesteigerte Glucosekonzentration führte zu einer 

erhöhten Proteinexpression von ADAM10 und -17, diese hatte allerdings keine 

Auswirkung auf die Shedding-Aktivität der Proteasen. 

Das zweite Ziel dieser Arbeit war den Regulationsmechanismus der ADAM-vermittelten 

Substratfreisetzung durch Insulin, das zuvor als ADAM-Stimulator beschrieben wurde, 

weiter aufzuklären mit dem Fokus auf eine mögliche Beteiligung der Zellmembran. Hier 

konnte gezeigt werden, dass Insulin über den PI3K/AKT-Signalweg zu einer 

Externalisierung von Phosphatidylserin führte. Phosphatidylserin interagiert an der 

äußeren Zellmembran mit ADAM10 bzw. -17, daraufhin kommt es zur Aktivierung des 

Shedding-Vorgangs. Außerdem sollte in diesem Zusammenhang die mögliche 

funktionelle Relevanz der Insulin-regulierten Shedding-Aktivität in Leberkrebszellen 

untersucht werden. Die Insulin-induzierte ADAM10-Aktivität führte zu der Abspaltung 

des Adhäsionsmoleküls Fraktalkin in HepG2-Zellen. Das hatte eine reduzierte 

Monozyten-Adhäsion zur Folge. 

Überraschenderweise wurde in weiterführenden, vorläufigen Untersuchungen 

beobachtet, dass in einem hypoxischen Mikromilieu, welches in Organen und Geweben 

von Diabetes-Patienten und Krebsgeweben vorherrscht, die proteolytische Aktivität der 

ADAMs nicht durch Insulin beeinflusst wird. 

  



Diskussion 

77 

5.1 ÄUßERE FAKTOREN BEEINFLUSSEN NICHT DIE ADAM-AKTIVITÄT 

5.1.1 GLUTAMAT 

 

Glutamat ist natürlicherweise in einer Vielzahl von Lebensmitteln enthalten und wird als 

Geschmacksverstärker in einer hohen Konzentration Lebensmitteln zugesetzt.103,105 Als 

Neurotransmitter übernimmt Glutamat im Zentralnervensystem essenzielle Aufgaben wie 

z.B. die Gedächtnisbildung.106 In diesem Zusammenhang wurde eine erhöhte 

Konzentration von Glutamat schon häufig mit der Entstehung der Alzheimer-Krankheit 

und auch mit Krebserkrankungen in Verbindung gebracht.104,157,159 Ob dabei Glutamat 

auch die Shedding-Aktivität der ADAMs beeinflusst und damit zu pathologischen 

Prozessen beiträgt, sollte in dieser Arbeit untersucht werden. 

Der Anstieg des intrazellulären Kalziumlevels wie es z.B. durch das Ionophor Ionomycin 

hervorgerufen wird, ist ein bekannter Mechanismus die Shedding-Aktivität der 

ADAM-Proteasen zu induzieren.228 Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung des 

Glutamat-Rezeptors N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) in vitro zu einem Kalziumeinstrom 

in die Zelle führt.159,229 Im Einklang damit zeigen Daten von Maretzky et al., dass die 

Behandlung mit 50 µM NMDA in primären Neuronen zur ADAM10-vermittelten 

Freisetzung von L1 führt.63 Weiterhin wurde durch Stimulation eines anderen 

Glutamat-Rezeptortyps, dem Kainat-Rezeptor, in humanen B-Zellen beobachtet, dass die 

RNA-Expression von ADAM10 hochreguliert ist. Dies ging mit einer erhöhten 

Freisetzung des ADAM10-Substrates CD23 einher. Hierbei wurde eine Konzentration 

von 2-5 mM L-Glutaminsäure eingesetzt um die Zellen zu stimulieren.230 

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit vergleichbare 

L-Glutaminsäure-Konzentrationen von 1-5 mM getestet. Allerdings konnte kein Effekt 

auf die Shedding-Aktivität von ADAM10 oder -17 in unterschiedlichen Zelllinien 

beobachtet werden (Abbildung 6, 7). Dieses kontroverse Ergebnis könnte mit den 

verwendeten Zelllinien zusammenhängen und auf einen Zell-spezifischen Effekt 

zurückzuführen sein. Sturgill et al. haben eine ADAM10-vermittelte CD23-Freisetzung 

durch Glutamat in humanen B-Zellen beobachtet, welche in dieser Arbeit nicht verwendet 

wurden. Es stellt sich die Frage, ob die verwendeten Zelllinien, COS-7 und HaCaT eine 

zu geringe Expression von Glutamat-Rezeptoren aufweisen,231,232 um einen 

vergleichbaren Effekt hervorzurufen. Glutamat-Rezeptoren sind gewebespezifisch 

unterschiedlich exprimiert z.B. ist in neuronalen Zellen eine hohe Expression von 

Glutamat-Rezeptoren beschrieben.233 Aus diesem Grund wurde auch die 
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Neuroglioma-Zelllinie H4 getestet.234 Allerdings konnte auch in der neuronalen Zelllinie 

kein Effekt auf die Shedding-Aktivität durch Glutamat festgestellt werden (Abbildung 7). 

Es bleibt zu diskutieren, ob die Glutamat-induzierte ADAM10-Aktivierung, wie von 

Sturgill et al. beschrieben, spezifisch durch den Kainat-Rezeptor vermittelt wird. Um dies 

abschließend zu klären, müsste in zukünftigen Experimenten die Expression von 

Kainat-Rezeptoren in den verwendeten Zelllinien überprüft werden. Nichtsdestotrotz ist 

unter den getesteten Bedingungen davon auszugehen, dass Glutamat keinen Einfluss auf 

die Shedding-Aktivität von ADAM10 und -17 hat. 

 

5.1.2 ALUMINIUM 

 

Aluminium-Verbindungen wie Aluminiumchlorid (AlCl3) sind natürlicherweise in 

Nahrungsmitteln enthalten, werden aber auch in Kosmetika, als Impf-Adjuvans oder bei 

der Hyposensibilisierung eingesetzt.123,204 In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von 

Studien veröffentlicht, die die Exposition von Aluminium mit der Alzheimer-Krankheit 

und mit Krebserkrankungen v.a. Brustkrebs in Verbindung gebracht haben.122,161,235 In 

der Entstehung der genannten Krankheiten spielt auch die Dysregulation von den 

Proteasen ADAM10 und -17 eine Rolle. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde noch nicht 

untersucht, ob Aluminiumverbindungen die ADAM-vermittelte Substrat-Freisetzung 

beeinflussen können und möglicherweise auf diese Art zu den beschriebenen 

pathophysiologischen Prozessen beitragen. 

In humanem Brustgewebe konnte eine Konzentration von etwa 100 µM AlCl3 

nachgewiesen werden. Außerdem zeigten Mandriota et al. 2016, dass 100 µM AlCl3 in 

der Lage ist in vivo epitheliale Zellen in Krebszellen zu transformieren.161 Basierend 

darauf wurden die Aluminiumverbindungen AlCl3 und AlCl3-Maltol in den 

Konzentration von 10-500 µM auf ihren Einfluss auf die Shedding-Aktivität der 

Proteasen untersucht. AlCl3-Maltol wurde verwendet, da für diese Verbindung eine 

verbesserte Bioverfügbarkeit im Gehirn im Mausmodell gemessen wurde.236 Es wurde 

festgestellt, dass sowohl AlCl3 als auch AlCl3-Maltol keinen Einfluss auf die Shedding-

Aktivität von ADAM10 oder -17 unter den getesteten Bedingungen aufwiesen 

(Abbildung 8). 

Das als Impf-Adjuvans verwendete Aluminiumhydroxid (Al(OH)3) induziert die 

Immunantwort indem es u.a. die Antikörper-Produktion anregt.202,237 In 

immunologischen Studien wird häufig ImjectAlum™ verwendet, das Al(OH)3 enthält. In 
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der Literatur wird ImjectAlum™ in der Regel mit einer Konzentration von etwa 

100 µg/ml eingesetzt.238 Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Einfluss von 

ImjectAlum™ mit Konzentrationen von 10-500 µg/ml getestet. 

Hier konnte in COS7-Zellen kein Effekt auf die Shedding-Aktivität von ADAM10 und -

17 durch ImjectAlum™ beobachtet werden (Abbildung 9). In der neuronalen Zelllinie 

SHSY hingegen war zunächst ein inhibitorischer Effekt ab einer Konzentration von 100 

µg/ml ImjectAlum™ zu vermuten, da eine Reduktion der Freisetzung der ADAM10- und 

-17-Substrate zu beobachten war. In monozytären Zellen wurde allerdings ein 

zytotoxischer Effekt durch ImjectAlum™ beschrieben.238,239 Aus diesem Grund wurde 

die Viabilität der Zellen unter ImjectAlum™-Behandlung getestet. Es stellte sich heraus, 

dass etwa 30 % der SHSY-Zellen die Behandlung ab 100 µg/ml ImjectAlum™ nicht 

überlebten (Abbildung 9). Demnach ist der vermeintlich inhibitorische Effekt durch 

ImjectAlum™ höchstwahrscheinlich auf die Zytotoxizität von ImjectAlum™ und eine 

entsprechend reduzierte Zellzahl zurückzuführen und nicht auf einen Einfluss auf die 

Shedding-Aktivität der ADAM-Proteasen. Interessanterweise wurde in den COS7-Zellen 

kein zytotoxischer Effekt beobachtet. Dies spricht für eine höhere Sensibilität der 

neuronalen Zellen gegenüber ImjectAlum™. 

Zusammengenommen sprechen die Ergebnisse dafür, dass die ADAM-Proteasen nicht 

durch Aluminiumverbindungen beeinflusst werden und demnach wahrscheinlich nicht an 

den möglichen Aluminium-vermittelten pathologischen Vorgängen beteiligt sind. 

 

5.1.3 GLUCOSE 

 

Eine gesteigerte Glucosekonzentration (Hyperglykämie) tritt als Symptom von Typ-2-

Diabetes mellitus (T2DM) auf und wird als mögliche Ursache für Folgeerkrankungen wie 

koronarer Herzerkrankungen oder Krebserkrankungen diskutiert,170,176 da beschrieben 

wurde, dass eine erhöhte Glucosekonzentration zu entzündlichen Prozessen und 

Gewebeschäden in T2DM-Patienten führen kann.171,172  

Inwiefern die Shedding-Aktivität der ADAMs durch Glucose beeinflusst wird und damit 

möglicherweise an den pathophysiologischen Prozessen beteiligt ist, wurde bisher noch 

nicht abschließend geklärt. 

Der Blutzuckerspiegel wird anhand verschiedener Tests bewertet: Zum einen wird der 

Nüchtern-Blutzuckerwert bestimmt, dabei wird eine Glucosekonzentration unter 5,5 mM 
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als physiologisch bewertet; zwischen 5,5 und 6,9 mM wird von einer eingeschränkten 

Glucosetoleranz gesprochen; ab 7 mM wird der Befund als pathologisch eingestuft. 

Weiterhin wird standardmäßig ein oraler Glucosetoleranz-Test durchgeführt. Dabei wird, 

nach Glucose-Verabreichung von 100 g, die Blutglucosekonzentration über die Zeit 

bestimmt. Man spricht von einer Glucosekonzentration im Normbereich, wenn der 

Glucosespiegel nach zwei Stunden nicht über 7,8 mM ansteigt. Als pathologisch 

eingestuft wird ein Anstieg über 11,1 mM. Eine derartige Situation ist bei 

Diabetes-Patienten zu beobachten.240 Um die Regulation der ADAM-vermittelten 

Substrat-Freisetzung durch Glucose umfassend zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit 

hypoglykämische (0,55 mM), physiologische (5,5 mM) und hyperglykämische bzw. 

diabetische (11 und 25 mM) Glucosekonzentrationen verwendet. Es konnte gezeigt 

werden, dass erhöhte Glucosekonzentrationen zu einem Anstieg der Proteinexpression 

von ADAM10 und -17 führen. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit bestehender 

Literatur, in der eine erhöhte Expression von ADAM10 und -17 durch eine gesteigerte 

Glucosekonzentration in Diabetes-Patienten und im diabetischen Mausmodell 

beschrieben wurde.28,181 

Allerdings konnte in dieser Arbeit keine gesteigerte Shedding-Aktivität von ADAM10 

und -17 durch veränderte Glucosekonzentrationen beobachtet werden (Abbildung 10). 

Diese Ergebnisse sind z.T. konträr zu veröffentlichten Studien, in denen beispielsweise 

von Reddy et al. 2009 beschrieben wurde, dass Glucose zu einer gesteigerten ADAM17-

vermittelten TNFα-Freisetzung in glatten Muskelzellen der Ratte führt.179,180 Diese 

Ergebnisse konnten in dieser Arbeit nicht reproduziert werden, wobei die erwähnten 

Studien im Mausmodell durchgeführt wurden, während in dieser Arbeit in vitro gearbeitet 

wurde und damit die Aussagekraft limitiert ist. 

Nichtsdestotrotz wurde bereits beschrieben, dass eine erhöhte Expression von ADAM10 

und -17 nicht zwangsläufig zu einer gesteigerten Shedding-Aktivität führt, dies wurde 

durch die durchgeführten Versuche bestätigt. Es liegt also nahe zu spekulieren, dass die 

Regulation der ADAM-Aktivität auch durch andere Mechanismen reguliert ist. 
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5.2 INSULIN REGULIERT DIE SHEDDING-AKTIVITÄT DER ADAMS 

 

Die Hauptfunktion von Insulin ist die Regulation des Stoffwechsels, insbesondere durch 

die Aufrechterhaltung der Glucose-Homöostase. Dabei ist Insulin das einzige Hormon im 

Körper, das in der Lage ist den Blutzucker zu senken. Dieser Vorgang wird über die 

Vermittlung von Glucose-Transportern an die Zelloberfläche hauptsächlich über den 

metabolischen PI3K/AKT-Signalweg reguliert.241 Leber-, Muskel- und Fettzellen 

exprimieren eine hohe Zahl an Insulinrezeptoren. Daher gelten die entsprechenden 

Gewebe als Hauptzielorgane von Insulin,187 in denen innerhalb kurzer Zeit eine große 

Menge an Glucose aufgenommen und in Form von Glykogen gespeichert oder in Energie 

umgewandelt wird.242,243 Eine weitere zentrale Funktion von Insulin ist die Regulation 

von Zellwachstum und Proliferation über den mitogenen Ras/MAPK-Signalweg.244 

Dieser Signalweg ist ebenso wie die Insulinrezeptor-Expression in Tumoren 

hochreguliert und der Einsatz von Insulin-Präparaten oder -Analoga wie bei der 

Behandlung von Diabetes mellitus steht daher immer wieder in Diskussion die 

Tumorentwicklung zu begünstigen.174,189,245 Klinische Studien zu diesem Thema sind 

allerdings nicht trivial, da Diabetes mellitus und die damit einhergehende Dysregulation 

des Glucose-Stoffwechsels an sich schon als Risikofaktor für Krebserkrankungen 

beschrieben wurde.175 Die Unterscheidung zwischen Primär-Erkrankung und 

Behandlung im Hinblick auf Folgeerkrankungen ist komplex und zu diesem Zeitpunkt 

nicht zu beantworten. 

Die Insulinausschüttung erfolgt oszillierend: Alle drei bis sechs Minuten wird Insulin in 

die Blutbahn abgegeben. Nach Glucoseaufnahme (75 g) kann der Insulinspiegel auf 

50-200 µU/l (360-1430 pM) ansteigen. Bei einer Insulinresistenz wird die 

Insulinausschüttung gesteigert, um eine Hypoglykämie in den Zellen zu verhindern und 

damit kommt es zu einer Hyperinsulinämie. Der Insulinspiegel im Blut steigt dabei über 

20 μU/l (~ 140 pM) an. In schweren Resistenzfällen können dauerhafte Insulinspiegel 

über 100 μU/l (~ 695 pM) auftreten.246,247 

In in vitro-Studien wie von Salento et al. und Chen et al., die zeigten, dass Insulin die 

Shedding-Aktivität der ADAMs beeinflusst, wurde eine Insulinkonzentration von 1 µM 

verwendet. 248,249  

In dieser Arbeit wurden Insulinkonzentrationen von 10-500 nM gewählt, zum einen damit 

die Daten mit der bestehenden Literatur vergleichbar sind und zum anderen um näher an 

dem physiologischen Insulinspiegel zu liegen. Es konnte beobachtet werden, dass Insulin 
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bereits mit einer Konzentration von 100 nM die Shedding-Aktivität von ADAM10 

und -17 signifikant stimuliert (Abbildung 11-13). Dabei war jedoch auch schon ein Effekt 

mit 10 nM Insulin zu beobachten, der spekulieren lässt, dass auch in vivo ein Insulin-

induzierbare ADAM-Aktivierung möglich ist (Abbildung 11, 12). Diese höhere 

Sensitivität im Vergleich zu den Daten von Chen et al. könnte darauf zurückzuführen 

sein, dass andere Zelllinien verwendet wurden: Die hier verwendeten humanen 

Krebszelllinien (HepG2, HuH7 und HT-29) weisen eine hohe Expression des 

Insulinrezeptors auf. Chen et al. hingegen verwendeten die aus dem Affen stammende 

Fibroblasten-Zelllinie COS-7, für die in anderen Studien eine niedrige 

Insulinrezeptor-Expression beschrieben wurde.250 

In den verwendeten Zelllinien konnte gezeigt werden, dass endogene Substrate durch die 

Insulin-vermittelte ADAM-Aktivierung freigesetzt werden. Unter Insulin-Behandlung 

wird in HUH7-, H4- und HT29-Zellen der TNF-Rezeptor 1 durch ADAM17 geschnitten 

und in HepG2-Zellen wird durch ADAM10-Aktivierung Fraktalkin freigesetzt. Dies 

erweitert die bisherigen Studien, die den Insulin-Effekt auf die ADAM-Proteasen mit 

Hilfe transfizierter Substrate Klotho und APP gezeigt haben.248,249 

 

5.2.1 DER REGULATIONSMECHANISMUS DER INSULIN-VERMITTELTEN 

ADAM-AKTIVIERUNG 

 

Ein Hauptfokus der Untersuchungen dieser Arbeit lag in der weiteren Aufklärung des 

Regulationsmechanismus der Insulin-vermittelten ADAM-Aktivierung. Hier konnte zum 

ersten Mal gezeigt werden, dass die Zellmembran eine wesentliche Rolle spielt. 

Unter physiologischen Bedingungen sind die Phospholipide, aus denen sich die 

Plasmamembran zusammensetzt, asymmetrisch angeordnet. Dabei befinden sich 

Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylethanolamin hauptsächlich in der inneren 

Zellmembran; Sphingomyelin und Phosphatidylcholin dagegen an der extrazellulären 

Membran. Die Aufhebung dieser Asymmetrie durch PS-Externalisierung an die äußere 

Zellmembran ist als ein Merkmal der Apoptose und als molekulares Signal für 

Phagozyten bekannt.251 Neben der umfassend beschriebenen Rolle bei der Apoptose ist 

eine transiente PS-Externalisierung auch als wesentliches Signal in verschiedenen 

anderen Prozessen z.B. bei der Aktivierung von Lymphozyten, Befruchtung oder 

Knochenmineralisierung beschrieben.252–254 Diese Prozesse zeigen, dass die 

PS-Exposition auch unter nicht-apoptotischen Bedingungen ein wichtiges Signal 
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darstellt. Kürzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass die PS-Exposition ein 

essenzielles regulatorisches Signal für die ADAM10- und -17-vermittelte 

Substratfreisetzung ist (unveröffentlichte Daten).12  

Mit Hilfe einer AnnexinV-Färbung konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass 

Insulin konzentrationsabhängig zu einer Externalisierung von PS an die äußere 

Zellmembran führt (Abbildung 16). Damit ist Insulin der erste physiologische Stimulus, 

für den dieser Aktivierungsmechanismus von ADAM10 und -17 beschrieben werden 

konnte. Für die Identifizierung dieses Mechanismus wurden bisher hauptsächlich 

unphysiologische Stimuli wie Ionomycin, Melittin oder PMA verwendet. In diesem 

Zusammenhang wurde gezeigt, dass die negativ-geladene Kopfgruppe von PS mit der 

positiv-geladenen membran-proximalen Domäne (MPD) von ADAM17 bzw. mit der 

Stalk-Domäne von ADAM10 interagiert. Diese Interaktion führt wahrscheinlich zu einer 

Konformationsänderung der jeweiligen Protease, die den Shedding-Vorgang initiiert 

(unveröffentlichte Daten).12 

Um sicherzustellen, dass die Interaktion von PS und ADAM10 unter Insulinbehandlung 

stattfindet, wurde Laktadherin eingesetzt. Laktadherin ist ein körpereigenes Protein mit 

einer PS-Bindungsdomäne, mit der es spezifisch an PS-reiche Regionen an der äußeren 

Zellmembran bindet. Diese Eigenschaft des Laktadherin wurde hier genutzt, um als 

kompetitiver Inhibitor für eine mögliche ADAM-Interaktion mit PS zu fungieren.255 

Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Laktadherinkonzentration, die 

ADAM10-vermittelte Substrat-Freisetzung abnahm (Abbildung 18). Dies bestätigt, dass 

die Interaktion zwischen PS und ADAM10 unter Insulinbehandlung essenziell für den 

Shedding-Vorgang ist. 

Weitere Untersuchungen des Aktivierungsmechanismus ergaben, dass der 

hauptverantwortliche Signalweg, der sowohl zur ADAM-Aktivierung als auch zur 

PS-Externalisierung führt, über PI3K und AKT vermittelt ist. Für diese Untersuchungen 

wurde die Shedding-Aktivität (Abbildung 14) und die PS-Externalisierung (Abbildung 

17) nach Insulin-Stimulation unter der Anwesenheit von dem PI3K-Inhibitor 

Wortmannin analysiert. Diese Erkenntnisse bestätigen die bestehende Literatur, die den 

metabolischen PI3K/AKT-Signalweg für die Vermittlung der Shedding-Aktivität 

beschreiben.185,249 

Eine Ausnahme stellt hier die Neuroglioma-Zelllinie H4 dar, in der unter Insulin-

Behandlung zwar eine erhöhte Freisetzung von dem ADAM17-Substrat TNF-Rezeptor 1 

festgestellt werden konnte. Allerdings scheint dies in dieser Zelllinie nicht auf den 
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PI3K/AKT-Signalweg zurückzuführen zu sein, denn Insulin führte nicht zu einer 

Zunahme von phosphoryliertem AKT (Abbildung 14). Auffällig war dabei, dass die 

Phosphorylierung von AKT in den unstimulierten Zellen schon relativ hoch war, sodass 

es auch möglich ist, dass eine weitere Zunahme von phosphorylierten AKT durch Insulin 

technisch nicht zu detektieren war. Eine andere Möglichkeit ist, dass in neuronalen Zellen 

ein anderer Signalweg zu der Stimulation von ADAM17 durch Insulin führt. Im 

Gegensatz dazu zeigt die Studie von Solano et al., dass in der Neuroblastoma-Zelllinie 

SHSY Insulin über den PI3K/AKT-Signalweg zu einer gesteigerten APP-Freisetzung 

führt.249 Diese widersprüchlichen Ergebnisse sind möglicherweise durch die Verwendung 

von unterschiedlichen Zelllinien zu erklären. In zukünftigen Experimenten würde es 

sinnvoll sein, die Beteiligung anderer Insulin-Signalwege in den H4-Zellen zu 

untersuchen, wie z.B. die des mitogenen Insulinsignalwegs. Dafür wäre der Einsatz von 

Inhibitoren der Ras/MAPK-Signalkaskade wie z.B. der Ras-Inhibitor Salirasib 

vorzuschlagen.256 

Die Untersuchung der Beteiligung aller durch Insulin-induzierten Signalwege im 

Hinblick auf die Shedding-Aktivität der ADAMs ist auch für die anderen Zelllinien 

sinnvoll. Jedoch hatte Wortmannin in den übrigen getesteten Zelllinien (HT-29, HuH7 

und HepG2) einen starken Effekt, der vergleichbar mit der unstimulierten Kontrolle war. 

Daher ist davon auszugehen, dass der PI3K/AKT-Signalweg in den verwendeten 

Kolorektal- und hepatozellulären Krebszellen der Hauptsignalweg für die 

PS-Externalisierung und ADAM-Aktivierung durch Insulin ist. 

Darüber hinaus wurde die These, dass die Insulin-vermittelte ADAM-Aktivierung über 

den PI3K/AKT-Signalweg reguliert ist, nochmals durch ein Insulinresistenz-Modell 

bestätigt (Abbildung 15, 17). Dieses Modell hat den Vorteil, dass kein Inhibitor eingesetzt 

werden muss, sondern basiert auf der Absättigung und Herunterregulation des Insulin-

Rezeptors. Es konnte beobachtet werden, dass bei einer derartigen Insulinresistenz, die 

Phosphorylierung von AKT nach Insulin-Behandlung nicht mehr stattfindet (Abbildung 

15). Bei insulinresistenten Zellen war keine Insulin-induzierte ADAM-Aktivierung mehr 

zu beobachten, ebenso wenig wie die Externalisierung von PS. Diese Beobachtungen sind 

nicht auf eine veränderte ADAM-Expression zurückzuführen, denn diese blieb in 

insulinresistenten Zellen unverändert. Diese Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung 

des PI3K/AKT-Signalwegs sowie die des Insulinrezeptors für den Insulin-vermittelten 

Aktivierungsmechanismus von ADAM10 und -17. 
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Hierbei ist zu bemerken, dass die klinische Insulinresistenz meist nicht eine totale 

Insulinresistenz darstellt, sondern viel mehr eine herabgesetzte Insulinsensitivität, die je 

nach Patient und Krankheitsstatus variiert.247,257 Es ist also nicht davon auszugehen, dass 

in vivo eine ebenso starke Regulation der ADAM-Aktivierung durch die Insulinresistenz 

auftritt wie in dem verwendeten in vitro-Modell. Nichtsdestotrotz ist es interessant zu 

spekulieren, dass die betroffenen Insulin-unsensitiven Zellen, wie sie z.B. bei Diabetes 

mellitus-Patienten vorkommen, eine herabgesetzte Shedding-Aktivität der ADAMs 

aufweisen könnten. Diese Dysregulation der ADAM-Proteasen könnte mitverantwortlich 

für eine Reihe von Folgeerkrankungen sein. Denkbar wäre hier beispielsweise eine 

erhöhte Produktion von Aβ-Peptiden durch eine verminderte ADAM10-vermittelte 

APP-Spaltung im Gehirn. Dies würde das Risiko für die Alzheimer-Krankheit erhöhen, 

so wie es in Diabetes-Patienten bereits beschrieben ist.258,259 Weiterhin könnte man 

spekulieren, dass eine herabgesetzte ADAM17-vermittelte Substrat-Freisetzung zu einer 

Dysregulation der Immunantwort durch die verminderte Freisetzung des TNF-Rezeptors 

führt. In HT29 und HuH7-Zellen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es unter 

Insulinresistenz zu einer verminderten Freisetzung des TNF-Rezeptors 1 kommt. Damit 

wären die betroffenen Zellen sensitiver für pro-apoptotische Signale und entzündliche 

Prozesse wie sie in Geweben und Organen von Diabetes-Patienten beobachtet werden.260 

Zu dieser Annahme passen klinische Studien, die zeigen, dass freigesetztes TNFR1 mit 

Organversagen, Gewebeschäden und einer verschlechterten Überlebensrate von 

Diabetes-Patienten korreliert und TNFR1 als prognostischen Marker für Typ-2-Diabetes 

vorschlagen.261,262 

An dieser Stelle ist es wichtig zu unterscheiden, dass in Tumorzellen in der Regel keine 

Insulinresistenz auftritt, da sie eine stark erhöhte Anzahl an Insulinrezeptoren 

exprimieren.175 Darüber hinaus sind in Krebszellen hochregulierte Insulin-Signalwege 

beschrieben.189 Daher ist in-vivo nicht von einer Herunterregulation der 

Shedding-Aktivität auszugehen, sondern viel eher von einer durch Insulin-induzierten 

erhöhten Aktivität in Krebszellen. Diese Annahme deckt sich mit einer Vielzahl an 

Publikationen, die eine erhöhte Shedding-Aktivität in verschiedenen Krebsarten 

beschreiben.263,264 Eine Insulin-vermittelte Aktivierung von ADAM10- und -17-

Substraten wie z.B. EGFR-Liganden hätte in diesem Zusammenhang gravierende Folgen, 

da die Bindung dieser Liganden an die EGF-Rezeptoren zu Zellwachstum und 

Proliferation der Krebszellen führt.18,265 
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5.2.2 FUNKTIONELLE RELEVANZ DER INSULIN-INDUZIERTEN SHEDDING-
AKTIVITÄT 

 

Die mögliche funktionelle Relevanz der Insulin-vermittelten Freisetzung von Fraktalkin 

durch ADAM10 in Leberkrebszellen wurde weiterführend untersucht. Leberkrebszellen 

sind in diesem Zusammenhang von besonderer physiologischer Relevanz, da die Leber 

ein Hautzielorgan von Insulin darstellt.187 

Fraktalkin bindet als Adhäsionsmolekül den Fraktalkin-Rezeptor (CX3CR1), der auf 

Immunzellen exprimiert ist. Damit kommt Fraktalkin eine wichtige Rolle bei der 

Interaktion mit dem Immunsystem zu: Es wurde gezeigt, dass bei entzündlichen 

Prozessen die Fraktalkin-Expression hochreguliert ist, das zur Erkennung und 

Eliminierung der entsprechenden Zelle durch Immunzellen wie z.B. Monozyten oder 

Lymphozyten führt.46,47 In diesem Zusammenhang wurde auch beschrieben, dass 

membranständiges Fraktalkin in der Lage ist natürliche Killerzellen zu aktivieren, die die 

Eliminierung der betroffenen Zelle einleiten.266,267 Die Untersuchung von Fraktalkin ist 

weiterhin von Interesse, da dessen Expression mit Krebserkrankungen und T2DM 

assoziiert wurde.49,268 Darüber hinaus wurde gezeigt, dass der Fraktalkin-Rezeptor in 

Krebszellen hochexprimiert ist.46 

Die Adhäsionseigenschaft des ungeschnittenen, membranständigen Fraktalkins wurde in 

folgenden Experimenten zu Nutze gemacht: Darauf basierend wurde ein Adhäsionstest 

etabliert. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass Insulin, durch die 

ADAM10-vermittelte Freisetzung von Fraktalkin, zu einer verminderten Adhäsion von 

monozytären THP1-Zellen führt (Abbildung 19). Dieser Effekt konnte, durch den Einsatz 

von rekombinantem Fraktalkin, auf die spezifische Bindung von Fraktalkin mit dem 

CX3CR1 zurückgeführt werden. Außerdem konnte, durch den Einsatz von 

entsprechenden Inhibitoren, der vorher beschriebene Insulin-vermittelte 

Aktivierungsmechanismus von ADAM10 (MM/GW/GI) über den PI3K/AKT-Signalweg 

(Wortmannin) und PS-Externalisierung (Laktadherin) validiert werden (Abbildung 19). 

Obwohl für Fraktalkin beschrieben wurde, dass es sowohl von ADAM10 als auch von 

ADAM17 prozessiert werden kann,19,48 zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass unter 

Insulin-Stimulation ADAM10 die hauptverantwortliche Protease für die Freisetzung von 

Fraktalkin ist, da der ADAM10-spezifische Inhibitor GI einen vergleichbaren Effekt wie 

Marimastat und der ADAM10- und -17-spezifische Inhibitor GW aufweist (Abbildung 

13, 19). 
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Basierend auf diesen Ergebnissen ergibt sich folgende mögliche funktionelle Relevanz: 

Insulin führt über den PI3K/AKT-Signalweg zu einer PS-Externalisierung. PS bindet an 

der äußeren Zellmembran ADAM10 und es kommt zur Aktivierung der Protease. 

Anschließend wird, durch ADAM10-vermittelt, vermehrt Fraktalkin von der Oberfläche 

der Leberkarzinomzelle freigesetzt, wodurch die CX3CR1-exprimierenden monozytären 

THP1-Zellen nicht mehr an die Leberkrebszelle binden können (Abbildung 22). 

Es liegt nahe zu spekulieren, dass es durch die verminderte Adhäsion auch zu einer 

reduzierten Erkennung und Eliminierung der Leberkrebszellen durch Immunzellen 

kommen könnte. Damit könnten diese Prozesse dazu beitragen, dass Leberkrebszellen 

der Immunantwort entfliehen.  

 

ABBILDUNG 22 – SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER SHEDDING-AKTIVIERUNG DURCH 

INSULIN UND DIE FUNKTIONELLE RELEVANZ 
 

Eine Limitation des Adhäsionstests ist, dass es sich hierbei um ein statisches Modell 

handelt. In vivo sind die Immunzellen zum großen Teil im Blutstrom enthalten und es 

wirken Scherkräfte auf den Adhäsionsprozess, die nicht durch das verwendete Modell 

abgebildet werden. Außerdem sind noch weitere Proteine wie beispielsweise Integrine 

und Selektine an der Adhäsion von Immunzellen beteiligt.269 In dem hier verwendeten 

Versuchsaufbau zeigt der Einsatz von rekombinantem Fraktalkin jedoch, dass Fraktalkin 

hauptsächlich die Adhäsion der THP1-Zellen an den HepG2-Zellen vermittelt. Es bleibt 

zu zeigen wie hoch die Beteiligung von Fraktalkin an dem Adhäsionsprozess in vivo ist. 

So zeigt z.B. die Studie von Kerfoot et al., dass die Adhäsionswirkung von Fraktalkin 
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allein im Blutstrom mit Scherkräften nicht ausreichend für eine Zelladhäsion ist und 

postuliert, dass andere Proteine die Adhäsion zusammen mit Fraktalkin regulieren.218 

Entsprechende Versuche, die die Insulin-regulierte Immunzellen-Adhäsion unter 

Einbeziehung der Scherkräfte im Blutstrom abbilden, stehen noch aus. 

Eine andere interessante Frage ist die nach der Funktion des durch Insulin freigesetzten 

Fraktalkins. Proteolytisch-freigesetztes Fraktalkin fungiert als Chemoattraktant und führt 

dazu, dass CX3CR1-exprimierende Zellen an den Ort der Freisetzung geleitet werden.50,51 

Dies kann auf der einen Seite pro-inflammatorische Wirkungen haben, da Immunzellen 

zum Ort der Krebserkrankung wandern. Auf der anderen Seite wurde eine erhöhte 

CX3CR1-Expression in Tumorzellen beschrieben, die ebenfalls durch den 

chemotaktischen Konzentrationsgradienten angelockt werden könnten. Um diese 

Vermutungen zu überprüfen, könnten Migrationsversuche durchgeführt werden, in denen 

analysiert wird zu welchem Grad Immunzellen, aber auch Krebszellen, in der Lage sind 

zu Insulin-behandelten Leberkrebszellen zu wandern. 

 

5.2.3 HYPOXISCHES MIKROMILIEU REGULIERT DIE INSULIN-
VERMITTELTE SHEDDING-AKTIVITÄT 

 

Das Mikromilieu von Geweben und Organen beeinflusst die zellulären Prozesse. Es wird 

geprägt durch Faktoren wie der extrazellulären Matrix, Zytokine, Chemokine und 

Wachstumsfaktoren.270 Ein weiterer Faktor, der das zelluläre Mikromilieu ausmacht, ist 

die Sauerstoffverfügbarkeit, die je nach Gewebe und Organ zwischen 1-11 % O2 liegt.73 

Dabei tritt eine besonders niedrige Sauerstoffverfügbarkeit in Organen und Geweben von 

Typ-2-Diabetes mellitus-Patienten durch Veränderungen und Schäden an den 

Blutgefäßen auf, die zu einer Minderversorgung der Gewebe mit Sauerstoff und 

Nährstoffen führt, wobei nicht nur Herz, Nieren, Leber und Gehirn, sondern auch die 

unteren Extremitäten (Unterschenkel, Füße) betroffen sind. Dies beeinträchtigt 

insbesondere bei Nervenfunktionsstörungen die Wundheilung und führt zur Entwicklung 

des diabetischen Fußsyndroms.83 Außerdem tritt Hypoxie in Tumorgewebe auf, 

verursacht beispielsweise durch ein gestörtes Gefäßnetzwerk oder unzureichende 

Neovaskularisation.84 Inwiefern die Expression und Shedding-Aktivität der ADAM-

Proteasen durch eine verminderte Sauerstoffverfügbarkeit beeinflusst wird, ist jedoch 

bislang kaum untersucht. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Insulin-vermittelte Aktivierungsmechanismus der 

ADAM-Proteasen in einem hypoxischen Mikromilieu weitergehend untersucht. 

Überraschenderweise wurde in den ersten Versuchen unter Hypoxie, in denen die Zellen 

mit CoCl2 simuliert wurden, beobachtet, dass die Regulation der Shedding-Aktivität 

durch Insulin im Vergleich zu den Ergebnissen in einem normoxischen Mikromilieu 

verändert ist: Die ADAM-vermittelte Substrat-Freisetzung war unter den getesteten 

Hypoxie-Bedingungen nicht durch Insulin stimulierbar. Außerdem kam es zu einer 

reduzierten Phosphorylierung von AKT durch Insulin unter Hypoxie. Dabei ist eine 

veränderte Expression des Insulinrezeptors unter Hypoxie nicht für die verminderte 

Insulin-vermittelte Phosphorylierung von AKT verantwortlich, da die Proteinexpression 

vergleichbar zu der unter normoxischen Bedingungen war (Abbildung 20). Diese 

Beobachtungen sind im Einklang mit der Studie von Taniguchi et al., die 2013 beschrieb, 

dass der PI3K/AKT-Signalweg bei Insulinstimulation unter hypoxischen Bedingungen 

herunterreguliert ist.271 Auf der anderen Seite widersprechen diese Ergebnisse einer Reihe 

von Publikationen, die beschreiben, dass in Tumorgeweben die Insulin-Signalwege 

hochreguliert sind.174,189,245 

Weiterhin ist zu vermuten, dass der Einfluss von Hypoxie auf die veränderte 

Stimulierbarkeit der Proteasen durch Insulin nicht auf eine veränderte Proteinexpression 

der ADAMs zurückzuführen ist, da diese unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen vergleichbar war. Einvernehmlich damit konnte gezeigt werden, dass die 

Shedding-Aktivität unter konstitutiven Bedingungen unter Hypoxie im Vergleich zu 

normoxischen Bedingungen unverändert blieb. Diese Ergebnisse decken sich nicht mit 

einer Reihe von Studien, die eine veränderte mRNA-Expression von ADAM10 und -17 

unter hypoxischen Bedingungen beschrieben haben. Die Studien zeigen allerdings kein 

einheitliches Bild der Regulation der Proteasen-Expression: Unter reduzierter 

Sauerstoffverfügbarkeit wurden sowohl hoch- und herunterregulierte als auch 

unveränderte ADAM-Expressionen identifiziert,85,86,272 die je nach Gewebe- bzw. Zelltyp 

und hypoxischem Zustand variieren. Auszuschließen ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht, 

ob die Oberflächen-Expression der ADAM-Proteasen unter den getesteten 

Hypoxie-Bedingungen verändert ist. Dieses könnte beispielsweise durch einen 

veränderten Transport unter hypoxischen Bedingungen verursacht sein könnte.  

Nichtsdestotrotz deuten die gewonnenen Ergebnisse darauf hin, dass die verminderte 

Shedding-Aktivität der ADAMs auf einen reduzierten PI3K/AKT-Signalweg unter 
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Hypoxie zurückzuführen ist. Es bleibt zu analysieren, ob dieser Effekt – wie unter 

Normoxie – über die PS-Externalisierung reguliert ist.  

Um hypoxische Bedingungen in vitro zu untersuchen wird standardmäßig CoCl2 

verwendet.80 Allerdings ist der Einsatz des Inhibitors umstritten, da zum einen ab einer 

Konzentration von über 250 µM CoCl2 zelltoxische Wirkung festgestellt wurde.226 Zum 

anderen sind die zellulären Prozesse, die unter Hypoxie verändert sind, nur eingeschränkt 

durch den Einsatz von Prolyl-Hydroxylasen-Inhibitoren wie CoCl2 nachstellbar: Es 

finden unter hypoxischen Bedingungen noch viele weitere Vorgänge statt, wie 

beispielsweise die Anpassung der Zellen durch Umstellung der Energiegewinnung von 

der oxidativen Phosphorylierung auf die Glykolyse, die Angiogenese aber auch 

metabolische Modulationen wurden beschrieben.58 Daher können die Experimente mit 

CoCl2 nur erste Hinweise auf mögliche Veränderungen unter hypoxischen Bedingungen 

liefern.  

Aus diesem Grund wurde zusätzlich eine Hypoxie-Kammer verwendet, in der die 

Insulin-vermittelte ADAM-Aktivierung unter kontrollierten Sauerstoffkonzentrationen 

und Inkubationszeiten untersucht werden sollte. Hier konnten aus Zeitgründen nur 

vorläufige Ergebnisse erzielt werden (n=1). Überraschenderweise zeigten diese eine 

unterschiedliche Regulation des metabolischen Insulinsignalwegs unter Hypoxie in 

Abhängigkeit von der Inkubationszeit. So konnten die Ergebnisse der vorherigen 

Versuche mit CoCl2 in der Hypoxie-Kammer mit einer Sauerstoffkonzentration von 1 % 

und 3 % O2 nach 24 Stunden Inkubationszeit validiert werden: Insulin-Behandlung führte 

zu einer reduzierten Stimulierbarkeit des PI3K/AKT-Signalwegs, das mit einer 

eingeschränkten Stimulierbarkeit der Shedding-Aktivität durch Insulin einher ging. 

Allerdings zeigte sich ein anderes Bild bei einer Inkubationszeit von 48 Stunden mit 3 % 

O2: Hier konnte unter Hypoxie ein verstärkter PI3K/AKT-Signalweg nach der 

Insulin-Behandlung beobachtet werden, der überraschenderweise nicht mit einer 

Stimulation der ADAM-vermittelten Substrat-Freisetzung einherging (Abbildung 21). 

Auch hier konnten die Effekte nicht auf Unterschiede in der Insulinrezeptor-Expression 

zurückgeführt werden, denn diese war unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen vergleichbar. Eine mögliche veränderte Expression der ADAM-Proteasen 

bei den unterschiedlichen Inkubationszeiten unter verminderter Sauerstoffverfügbarkeit 

müsste in Folgeexperimenten noch weiter analysiert werden.  

Basierend auf den Ergebnissen mit der Hypoxie-Kammer können zu diesem Zeitpunkt 

keine weiteren Schlüsse gezogen werden, da der Nachweis der Hypoxie in Form einer 
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Detektion von HIF-1α noch aussteht. Dieser fehlende Nachweis ist wahrscheinlich auf 

technische Probleme zurückzuführen, die es in zukünftigen Experimenten zu optimieren 

gilt: HIF-1α wird innerhalb weniger Minuten degradiert,273 sodass während der 

Tätigkeiten außerhalb der Hypoxie-Kammer wie bei der Stimulation der Zellen oder nach 

Beendigung des Versuchs zügig gearbeitet werden sollte. Außerdem wäre der Einsatz 

eines Proteasom-Inhibitors oder CoCl2 im Lysepuffer der Zellen sinnvoll, um die 

Degradierung von HIF-1α während der Lyse zu verhindern. 

Auch wenn auf weitere oben genannte Untersuchungen aus Zeitgründen leider verzichtet 

werden musste, weisen die bislang gewonnenen Daten auf eine veränderte 

Insulin-vermittelte Regulation von ADAM10 und ADAM17 bei verringerter 

Sauerstoffverfügbarkeit hin. Dies ist insbesondere relevant für Fragestellungen, die sich 

mit der Rolle von ADAM10 und ADAM17 in Tumoren und diabetischem Gewebe 

beschäftigen, da diese Bereiche in vivo oftmals von einer Hypoxie betroffen sind. 
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5.3 AUSBLICK 

 

Im Hauptteil dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass Insulin über den 

metabolischen Signalweg unter Beteiligung der Zellmembran in Form von 

Phosphatidylserin-Externalisierung zur Aktivierung des Shedding-Vorgangs von 

ADAM10 und ADAM17 führt. In insulinresistenten Zellen konnte eine verminderte 

Phosphatidylserin-Externalisierung und Shedding-Aktivität der ADAM-Proteasen durch 

Insulin beobachtet werden. Wohingegen in Leberkrebszellen gezeigt werden konnte, dass 

Insulin zu einer verminderten Monozyten-Adhäsion führt. 

Im Hinblick auf Tumore konnte bereits beschrieben werden, dass sowohl die Expression 

von Insulinrezeptoren, die Aktivität nachgeschalteter Insulin-Signaltransduktion, 

Phosphatidylserin-Externalisierung als auch die Shedding-Aktivität der 

ADAM-Proteasen erhöht sind.134,274,275 Die Daten dieser Arbeit implizieren somit einen 

möglichen Zusammenhang zwischen dem Insulinsignalweg und der Aktivität von 

ADAM10 und ADAM17 für die Tumorformation. 

Um diese Hypothese zu überprüfen, könnten Proben aus klinischen Studien mit 

Wirkstoffen, die den metabolischen Insulin-Signalweg inhibieren im Hinblick auf die 

Freisetzung von ADAM-Substraten und die Phosphatidylserin-Externalisierung 

analysiert werden. Zurzeit werden z.B. unterschiedliche PI3K-Inhibitoren als potenzielles 

Krebs-Medikament getestet.276 Als weiterführende Untersuchung im Kontext der 

Behandlung mit PI3K-Inhibitoren wäre zum einen die Freisetzung von ADAM-

spezifischen Substraten in Seren der Patienten wie z.B. TNFR1 oder Fraktalkin 

vorzuschlagen. Zum anderen könnte man Phosphatidylserin auf Zelloberflächen der 

Tumore und gesundem Gewebe als Kontrolle der Patienten vor und nach PI3K-Inhibitor-

Behandlung analysieren. Die Identifizierung von Phosphatidylserin könnte z.B. mit Hilfe 

des Phosphatidylserin-erkennenden Peptids 1 (PSP1) durchgeführt werden, denn PSP1 

wurde als Phosphatidylserin-Marker für die molekulare Bildgebung in vivo und als 

sensitiver im Vergleich zu AnnexinV beschrieben.277,278 

Außerdem ist von Interesse die Ergebnisse dieser Arbeit auf ihre funktionelle Relevanz 

in vivo weiterführend zu untersuchen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 

Insulin-vermittelte ADAM10-Aktivierung in Leberkrebszellen zu einer gesteigerten 

Fraktalkin-Freisetzung und folglich zu einer reduzierten Monozyten-Adhäsion führt. 

Dahingehend könnte man vermuten, dass es durch diesen Vorgang möglicherweise zu 

einer verminderten Immunzellen-Erkennung und Eliminierung von Leberkrebszellen 
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kommt. Um diese Hypothese zu überprüfen, wäre zunächst ein Monitoring von 

freigesetztem Fraktalkin in Seren vor und nach Insulin-Behandlung von Diabetes 

mellitus- Patienten mit Leberkarzinom hilfreich. Optimalerweise kann man durch die 

Menge an freigesetztem Fraktalkin oder anderen spezifischen 

ADAM10- oder -17-Substraten in den Seren der Patienten eine Initiierung der Shedding-

Aktivität durch Insulin nachweisen. Interessanterweise zeigen bereits existierende 

klinische Daten, dass erhöhte Fraktalkin-Level mit B -Zell-Lymphomen und mit Typ-2-

Diabetes mellitus assoziiert sind.46,268 

Die Untersuchung der Insulin-vermittelten Shedding-Aktivität der ADAM-Proteasen bei 

verringerter Sauerstoffverfügbarkeit (Hypoxie) war ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit. 

Hypoxie ist in diesem Zusammenhang von Interesse, da hypoxische Bedingungen in 

Organen und Geweben von Diabetes mellitus-Patienten sowie in Tumorgewebe 

beschrieben wurden.83,84 Der größte Teil der vorläufigen Ergebnisse zeigte, dass unter 

Hypoxie der metabolische PI3K/AKT-Signalweg durch Insulin im Vergleich zur 

Normoxie reduziert ist und die Shedding-Aktivität der ADAMs nicht induziert werden 

kann. Diese Ergebnisse widersprechen einem Großteil der Literatur, die eine Induktion 

der ADAM-Expression und Shedding-Aktivität in Krebsgeweben beschreiben.86,279 

Daher muss zunächst die Frage geklärt werden, ob hypoxische Bedingungen generell die 

Stimulationseigenschaft von ADAM-Proteasen beeinflussen oder ob dieser Effekt 

Insulin-spezifisch durch den herunterregulierten PI3K/AKT-Signalweg zu erklären ist. 

Hier könnten Versuche mit anderen, gängigen ADAM-Stimulatoren wie Ionomycin oder 

PMA unter Hypoxie durchgeführt werden. Es wäre darüber hinaus interessant, die 

Auswirkungen verschiedener auch physiologischer Sauerstoffkonzentrationen auf die 

Shedding-Aktivität zu untersuchen. So könnte z.B. in Folgeversuchen die Regulation der 

ADAM-vermittelten Substrat-Freisetzung unter einer Sauerstoffverfügbarkeit von 

4-8 % O2 analysiert werden, dies entspricht einem physiologischen Mikromilieu wie es 

z.B. in der Leber vorherrscht.77 

Zusammenfassend betrachtet, tragen die Daten dieser Doktorarbeit zum tieferen 

Verständnis der Regulation der ADAM-Proteasen im Kontext von Diabetes mellitus und 

Krebserkrankungen bei. Der identifizierte Aktivierungsmechanismus des 

Shedding-Vorgangs von ADAM10 und-17 durch Insulin, liefert Einblick in die 

Bedeutung der Zellmembran als entscheidendes regulatorisches Element und stellt den 

Ausgangspunkt für zukünftige Studien dar. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Die a disintegrin and metalloproteinases (ADAMs) spielen eine zentrale Rolle bei 

entzündlichen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit, Krebserkrankungen oder 

Diabetes mellitus. Die bekanntesten Vertreter dieser Enzymfamilie - ADAM10 und 

ADAM17 - setzen spezifische Substrate auf der Zellmembran frei, die bei der Entstehung 

und Entwicklung dieser Krankheiten von Bedeutung sind. Zudem wurde eine Reihe von 

externen Faktoren identifiziert, die mit den oben genannten Krankheitsbildern assoziiert 

sind. Diese Arbeit ging der Frage nach, ob ausgesuchte Faktoren einen Einfluss auf die 

ADAM-Aktivität haben und dadurch eine Rolle bei der Regulation der 

Krankheitsentwicklung spielen könnten. 

Der Einfluss verschiedener externer Faktoren wie Glutamat, Aluminium und Glucose auf 

die Aktivität von ADAM10 und -17 wurde analysiert. Die Untersuchungen der ADAM-

Substrate mittels ELISA und Shedding-Experimenten ergaben, dass keiner der Faktoren 

einen Einfluss auf die Shedding-Aktivität von ADAM10 oder -17 unter den getesteten 

Bedingungen hatte. Obwohl hohe Glucosekonzentrationen die Gesamtproteinexpression 

beider ADAMs verstärkten, konnte kein Einfluss auf die Shedding-Aktivität festgestellt 

werden. 

Für den Faktor Insulin, der bei Diabetes mellitus extern stark reguliert werden muss, 

konnte jedoch jedoch festgestellt werden, dass er die ADAM-Aktivität beeinflusst. 

Dabei konnte hier erstmals beschrieben werden, dass Insulin die Externalisierung von 

Phosphatidylserin (PS) an die äußere Zellmembran induziert, welches wiederum die 

Shedding-Aktivität von ADAM10 und ADAM17 reguliert. Mit Hilfe einer AnnexinV-

Färbung konnte die PS-Externalisierung in verschiedenen Zelltypen wie in 

hepatozellulären und kolorektalen Karzinomzellen nachgewiesen werden. Mit 

Laktadherin, einem physiologischen Protein, das PS spezifisch bindet, konnte gezeigt 

werden, dass PS mit ADAM10 auf der Zellmembran interagiert. Diese Interaktion ist für 

die Insulin-vermittelte Shedding-Aktivierung von ADAM10 unerlässlich. 

Der zugrundeliegende intrazelluläre Mechanismus wurde mit Hilfe eines 

Phosphoinositol-3-Kinase-Inhibitors (PI3K) und eines Insulinresistenz-Modells 

weiterführend untersucht. Hier konnten wir zeigen, dass der Signalweg, der zur 

PS-Externalisierung und ADAM-Aktivierung führt, hauptsächlich über 

PI3K-Aktivierung und AKT-Phosphorylierung vermittelt ist. 
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Weiterhin wurde die funktionelle Relevanz der Insulin-vermittelten 

ADAM10-Aktivierung in Leberkrebszellen mit einem Adhäsionstest untersucht. Hier 

konnte gezeigt werden, dass die Insulin-vermittelte ADAM10-Aktivierung zur 

Freisetzung des Adhäsionsmoleküls Fraktalkin und zu einer verminderten Adhäsion von 

monozytären THP1-Zellen führt. Zukünftige Studien müssen zeigen, ob dieser Prozess 

zu einer verminderten Immunantwort gegenüber den Leberkrebszellen - basierend auf der 

reduzierten Monozyten-Erkennung - führt. 

Schließlich wurde der Einfluss einer reduzierten Sauerstoffversorgung (Hypoxie) auf die 

Insulin-vermittelte ADAM-Aktivierung analysiert. Hypoxie herrscht in Tumor- und 

diabetischen Geweben vor und wurde mit Hilfe eines Inhibitors (CoCl2) und einer 

Hypoxiekammer (1 und 3 % O2) in vitro untersucht. Überraschenderweise konnte kein 

Einfluss von Insulin auf die ADAM-Aktivierung unter hypoxischen Bedingungen 

festgestellt werden. Außerdem war - unter den meisten hypoxischen Bedingungen - der 

PI3K/AKT-Signalweg im Vergleich zu Normoxie (21 % O2) unter Insulin reduziert. 

Ausgehend von den vorläufigen Experimenten ist davon auszugehen, dass sowohl der 

hypoxische Status als auch die Inkubationszeit eine Rolle bei der Regulation des 

PI3K/AKT-Signalwegs zu spielen scheinen und weiterführend analysiert werden müssen. 

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Insulin die 

Phosphatidylserin-Exposition induziert, welches zur Aktivierung von ADAM10 und -17 

führt. Dieser Prozess könnte im Zusammenhang mit Insulinresistenz bei Diabetikern, bei 

denen die Proteasen dysreguliert sein könnten, von Interesse sein. In Krebszellen, in 

denen sowohl Insulinrezeptoren überexprimiert als auch Insulin-Signalwege 

hochreguliert sind, ist davon auszugehen, dass die ADAM-Proteasen aktiviert sind. In 

Leberkrebszellen konnten wir eine funktionelle Relevanz der Insulin-induzierten 

ADAM10-Aktivierung aufzeigen, die möglicherweise zu einer reduzierten 

Immunantwort gegenüber Krebszellen führen könnte. 
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7 SUMMARY 

The “a disintegrin and metalloproteinases” (ADAMs) play a central role in inflammatory 

diseases such as Alzheimer's disease, cancer or diabetes mellitus. The best-known 

representatives of this enzyme family - ADAM10 and ADAM17 - release specific 

substrates on the cell membrane that are important for the development of these diseases. 

In addition, several external factors associated with the above-mentioned pathological 

conditions have been identified. This work investigated whether selected factors could 

have an influence on ADAM activity and thus might play a role in the regulation of 

disease development. 

The influence of various external factors such as glutamate, aluminum and glucose on the 

activity of ADAM10 and -17 was analyzed. Studies of ADAM substrates using ELISA 

and shedding experiments showed that none of the factors influenced the activity of 

ADAM10 or -17 under the conditions tested. Although high glucose concentrations 

induced an increase of the total protein expression of both ADAMs, no effect on shedding 

activity was found. 

However, insulin which must be strongly regulated in diabetes mellitus patients was 

found to influence ADAM shedding activity. 

Here, we describe for the first time that insulin induces the externalisation of 

phosphatidylserine (PS) to the outer cell membrane, which in turn regulates the shedding 

activity of ADAM10 and ADAM17. Using AnnexinV staining, PS externalization in 

various cell types such as hepatocellular and colorectal carcinoma cells could be 

identified. The PS-ADAM interaction is essential for insulin-mediated ADAM activation 

which could be shown by using lactadherin, a physiological protein that specifically binds 

PS and blocked the ADAM-PS interaction at the cell membrane. 

The underlying mechanism was further investigated using a phosphoinositol-3-kinase 

inhibitor (PI3K) and an insulin resistance model. Here we could show that the signaling 

pathway is leading to PS externalization and ADAM activation is mainly mediated by 

PI3K activation and AKT phosphorylation. 

Furthermore, the functional relevance of insulin-mediated ADAM10 activation in liver 

cancer cells was investigated with an adhesion assay. Here it was shown that 

insulin-mediated ADAM10 activation leads to the release of the adhesion molecule 

fractalkine and reduced adhesion of monocytic THP1 cells. Future studies will show 
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whether this process leads to a reduced immune response towards liver cancer cells based 

on reduced leucocyte detection. 

Finally, the influence of reduced oxygen supply (hypoxia) on insulin-mediated ADAM 

activation was analyzed. Hypoxia prevails in tumors and diabetic tissues and was 

investigated in vitro using an inhibitor (CoCl2) and a hypoxia chamber (1 and 3 % O2). 

Surprisingly, no influence of insulin on ADAM activation under hypoxic conditions was 

observed. In addition, under most hypoxic conditions, the PI3K/AKT pathway was 

reduced compared to normoxia (21 % O2) under insulin. The preliminary experiments 

showed that both, the hypoxic status and the incubation time, seem to play a role in the 

regulation of the PI3K/AKT signaling pathway and need further analysis. 

Taken together, the results of this thesis show that insulin regulates phosphatidylserine 

exposure, which leads to activation of ADAM10 and -17. This process could be of interest 

in the context of insulin resistance in diabetic patients in whom the proteases could be 

dysregulated. In cancer cells, in which insulin receptors are overexpressed as well as 

insulin signaling is upregulated, it can be assumed that the ADAM proteases are activated. 

In liver cancer cells we have shown a functional relevance of insulin-induced ADAM10 

activation, which could possibly lead to a reduced immune response towards cancer cells. 
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