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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Hauttumore, insbesondere Basaliome und Spinaliome, zahlen zu den haufigsten
Tumoren des Menschen. Der Haufigskeitsgipfel dieser Malignome liegt zwischen
dem 60. und 80 Lebensjahr, so dass Spinaliome und Basaliome als Tumore des
alternden Organismus bezeichnet werden kénnen. Dartber hinaus scheint die
Inzidenz dieser Erkrankungen uber die letzten Jahrzehnte zuzunehmen. Der
genaue Pathomechanismus der Tumorentstehung und die Faktoren in der
alternden Haut, die hierfir eine Rolle spielen, sind bis heute nicht vollstandig

geklart.

Das Plasmaprotein Transthyretin ist als Transportprotein von Retinol flr dessen
Transport zu seinen Zielorganen unerlasslich, so auch fir die Haut. Im
Differenzierungsprozess stellt Retinol einen kritischen Faktor der Keratinozyten
dar: Es spielt fur das initiale Wachstum und die Reifung der Keratinozyten eine
essentielle Rolle. In diesem Zusammenhang konnte Kieslich (Kieslich 2005)
nachweisen, dass es zu altersabhéangigen Proteinveranderungen in der Epidermis
kommt. So wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass die epidermale
Transthyretin-Konzentration im Alter abnimmt. Ob Transthyretin zusatzlich einen
direkten Einfluss auf die Keratinozyten ausibt und welche Mechanismen fur die
Abnahme der Transthyretin-Konzentration verantwortlich sind, konnten diese
Studien jedoch nicht klaren.

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob ein funktioneller
Zusammenhang zwischen der im Alter abnehmenden Transthyretin-Konzentration
und der altersabhéangig zunehmenden Inzidenz an Plattenepithelkarzinomen und
Basalzellkarzinomen besteht. Mittels durchflusszytometrischem Nachweis des
EGF-Rezeptors und Messung der optischen Dichte soll geklart werden, ob
Transthyretin einen Einfluss auf die Proliferation der Tumorzellen hat. Der
maogliche Einfluss auf die Differenzierung dieser Zellen wird mit Hilfe der
Zytokeratine 1 und 10, die als Marker des Differenzierungsgrades fungieren,
untersucht. DarUber hinaus soll geklart werden, ob eine rezeptorvermittelte
intrazellulare Transthyretin-Aufnahme, &ahnlich wie in der Niere Uber Megalin,

vorhanden ist. Dieser soll sodann weiter charakterisiert und identifiziert werden.



2  Einleitung

2.1 Hinfihrung zum Thema

In nahezu allen Bevolkerungen der Welt ist in den letzten Jahrzehnten der Anteil
der alteren Population dramatisch angestiegen. Diese demographische
Entwicklung ist von hoher Relevanz fur die Sozialsysteme, insbesondere fir die
Gesundheitssysteme. Diese sollen sowohl eine menschenwirdige Versorgung
gewahrleisten, als auch bezahlbar sein. Vor diesem Hintergrund ist es nicht
verwunderlich, dass in den letzten Jahren das Bewusstsein der Bevolkerung und
Forschungsinstitutionen fir die Notwendigkeit der Alternsforschung gewachsen ist.
Von grofRRer Relevanz sowohl fir das Gesundheitssystem und die &rztliche
Tatigkeit, als auch fur die Forschung ist es, die Ursachen und molekularen
Grundlagen von Alterungsprozessen zu verstehen. Aus der Kenntnis dieser
molekularen Prozesse kdnnen insbesondere neue diagnostische, therapeutische

und praventive Konzepte entwickelt werden.

Von besonderem Forschungsinteresse fir die Dermatologie sind hierbei die
alternsassoziierten gut- und bosartigen Veranderungen und Erkrankungen der
Haut, wie zum Beispiel Basalzellkarzinome und Plattenepitehlkarzinome, da sie
mit zunehmendem Alter haufiger vorkommen und somit Friherkennung,
Pravention und Therapie dieser Tumoren immer gréf3ere Bedeutung erlangen.
Dieses Interesse wird auch von der Wirtschaft geteilt, da neben der klassischen
chirurgischen Therapie der Markt fir nicht-invasive Therapeutika hohe

Absatzchancen fur entsprechende Produkte verspricht.

Zu den Substanzen, die auf die verschiedenen Kompartimente und Zellsystemen
der Haut einwirken, gehort auch das Transthyretin. Die Entdeckung, dass
Transthyretin bestimmte, potenziell nutzbare Wirkungen auf die Keratozyten der
alternden Haut ausubt (Kieslich 2005), war der unmittelbare Anlass, sich anhand
der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen In-vitro-Versuche mit den
Wirkungsmechanismen von Transthyretin zu beschaftigen. Die vorliegende Arbeit
verfolgt das Ziel, in Kenntnis der Wirkungsmechanismen von Transthyretin einen
Beitrag zur Beantwortung der Frage zu leisten, ob und in welcher Form

Transthyretin eine praventive oder therapeutische Wirkung hat. Da die bisherigen
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Forschungen sowohl einen funktionellen Zusammenhang zwischen Hautalterung
und Transthyretin, als auch einen Zusammenhang zwischen den hier
thematisierten Hauttumoren und Hautalterung nachweisen konnten, ist es
notwendig, Alterungsprozesse in diesem Zusammenhang ausfuhrlich zu
beleuchten.

Zunachst sollen der Aufbau und die Funktionen der gesunden Haut dargestellt
werden. Weiterhin wird hier zusammengefasst, was Uber die Natur von
Alterungsvorgangen in der Haut bekannt ist. Zusatzlich soll ein Uberblick tiber den
Forschungsstand der hier relevanten Tumorarten im Kontext der Hautalterung
gegeben werden. Vor Darstellung der angewandten Methoden, wird auf den
aktuellen Forschungsstand in Bezug auf die molekulare Struktur und die

Funktionen von Transthyretin eingegangen.

2.2 Aufbau und Funktionen der Haut

Die Haut, das Grenzorgan zwischen Organismus und Umwelt, hat vielfaltige

Funktionen, von denen die bekanntesten folgende sind (Fritsch 2004):
= Mechanischer Schutz
= Schutz vor UV-Licht
» Schutz vor Wasser- und Elektrolytverlust
= Immunkompetenz
= Thermoregulation
» Sinnesfunktionen
» Schutz vor Mikroorganismen
= Endokrine Funktion

Die Haut erfullt diese Funktionen mittels ihrer Strukturen, die von auf3en nach
innen aus drei Schichten besteht (Fritsch 2004):

2.2.1 Die Epidermis

Die Epidermis ist ein verhornendes Plattenepithel, das zu 90% aus Keratinozyten
besteht. Sie setzt sich aus vier Schichten zusammen, die von den Keratinozyten in
ihrem Differenzierungsprozess durchwandert werden. Letztere erfahren dabei

morphologische und funktionelle Veranderungen. Die aul3erste Schicht wird von
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den terminal differenzierten Zellen, den sogenannten Korneozyten, gebildet.
Neben den Keratinozyten beherbergt die Epidermis, wenn auch in geringer Zahl,

Langerhanszellen, Melanozyten und Merkelzellen.

2.2.2 Die Dermis

Die Dermis (Korium) ist das bindegewebige Gerist der Haut und gleichzeitig Sitz
der die Haut versorgenden GefalRe und Nerven. Dieses Gewebe besteht aus
ineinander vernetzten Kollagenfaserbindeln und elastischen Fasern. In diesem
Fasernetzwerk finden sich ferner Fibroblasten, Mastzellen und andere
Gewebszellen. Die hohe Reil3festigkeit und Elastizitdt der Haut ist fast

ausschlieflich eine Leistung der Dermis.

2.2.3 Die Subcutis

Die Subcutis als unterste Schicht besteht aus Il&ppchenartig aufgebautem
Fettgewebe. In den dazwischen liegenden bindegewebigen Septen, die das straffe
Grundgerust darstellen, befinden sich Nerven und GefaRe. Das subkutane Fett-
gewebe gewdahrleistet unter anderem mechanischen Schutz, dient der
Warmeisolation und der Energiespeicherung.

2.3 Hautalterung

2.3.1 Klinisch-morphologische Merkmale

Die endogen gealterte Haut ist oftmals trocken, blass, dinn und bis zu einem
gewissen Grade schlaff; sie ist auch gekennzeichnet durch feine Falten. Ein
weiteres Merkmal der Haut in hherem Alter ist das gehéufte Auftreten benigner
Neoplasien (McCullough und Kelly 2006, Yaar et al. 2002).

Die UV-geschadigte Haut ist, je nach individueller Sonnenexposition und Hauttyp,
ebenfalls trocken und weist tiefe Falten und Furchen auf. Daneben kennzeichnen
sie irregular pigmentierte  Areale (De- und Hyperpigmentierungen),
Teleangiektasien und eine Vielzahl an pramalignen L&sionen, wie beispielsweise
die aktinische Keratose als haufigste Prakanzerose (McCullough und Kelly 2006,
Yaar et al. 2002).
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In vielen Regionen der Haut finden sich Merkmale sowohl der endogen als auch

der durch exogene Einflisse gealterten Haut.

2.3.2 Histologisch nachweisbare strukturelle Veranderungen

Die ausgepréagteste Veranderung der endogenen Hautalterung ist das Abflachen
der Uberganszone zwischen Epidermis und Dermis, der sog. Junktionszone. Des
Weiteren nimmt die Dichte an Melanozyten und Langerhanszellen in der
Epidermis ab. Der Verlust an Melanozyten im Alter betragt pro Dekade ungefahr
10% (Gilchrest et al. 1979) und tragt zum blasseren Erscheinungsbild der Haut
bei.

Die fur das endogene Altern charakteristischen strukturellen Veréanderungen
betreffen vor allem die Dermis. Aufgrund der im Laufe des Lebens stark
abnehmende Zell- und GefaRdichte wird sie erheblich dinner. Auch eine
Verminderung  taktiler = Fahigkeiten, wie die  Verschlechterung der
Vibrationswahrnehmung, der Oberflachensensibilitat und der Zwei-Punkte-
Diskrimination, wurde bei &alteren Patienten beschrieben (Shimokata und Kuzuya
1995, Stevens und Patterson 1995).

Verédnderungen in der GefalBwandarchitektur tragen zu deren Fragilitdt im Alter
bei. Die abgeschwachte vaskulare Reaktivitat, die Rarefizierung des
GefalRnetzwerks und der Kapillarschlingen in den dermalen Papillen, sowie die
Ruckbildung des subkutanen Fettgewebes schranken die Fahigkeit der Altershaut
zu Thermoregulation ein (Gilchrest et al. 1982). Die zuséatzliche Reduktion des
kapillaren Netzwerkes um die Haarbulbi, die apokrinen und ekkrinen
Schweil3driisen sowie um die Talgdrisen ist verantwortlich flr deren
altersassoziierte  Atrophie. Dieser Ruckbildungsprozess tragt somit zur
abnehmenden Schweil3- und Sebumproduktion im Alter bei. Im Extremfall kann als
Folge eine Hyperthermie auftreten (Wagner und West 1972). Altersbedingte
Veranderungen auf Ebene der Hautkapillaren werden auch fiir die langsamere
Elimination von Substanzen aus der alternden Haut verantwortlich gemacht (Yaar
et al. 2002).

Zu den strukturellen Alterungserscheinungen in der Dermis gehoren weiterhin: Der
Verlust von extrazellularer Matrix und Matrixmetalloproteinasen (Familie der

Metalloenzyme), die fur den Umbau des Kollagensystems verantwortlich sind,
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sowie eine verringerte Anzahl der kollagensynthetisierenden Fibroblasten (Varani
et al. 2000). Da das Kollagen als extrazellulares Stitz- und Strukturprotein
maf3geblich fur die Straffheit, Dehnbarkeit und ReiRRfestigkeit der Dermis
verantwortlich ist, hat die verminderte Kolllagenbildung in der alternden Haut eine
abgeschwéachte mechanische Belastbarkeit zur Folge.

Ferner gehen die dinnen Oxytalanfibrillen der elastischen Fasern verloren und
das Elastin, ein fibrillares Protein, welches den amorphen Kern der elastischen
Fasern bildet, wird proteolytisch zersetzt. Die Elastizitdt, die durch diese
elastischen Fasern vor allem in der retikularen Dermis gewéahrleistet wird, ist somit

altersbedingt vermindert.

2.3.3 Molekulare Charakteristika

Auf molekularer Ebene kann Altern als Folge und Summe aller lebenlang
erworbenen Schadigungen definiert werden. Dies bedeutet nicht nur Schaden an
der DNA, sondern auch an Proteinen, Zuckern und Lipiden. Die mit zunehmendem
Alter gehauft auftretenden Mutationen der mitochondrialen DNA sind auf die
kontinuierliche Generation von freien Radikalen in den Mitchondrien
zuruckzufiihren. Diese Mutationen beeintrachtigen die mitochondriale Aktivitat. Es
wird deshalb weniger ATP gebildet, was sich in eingeschrénkten zellularen
Funktionen und in einer erhdhten Vulnerabilitéat der Haut gegentiber Schaden und
Krankheiten widerspiegelt (Jacobs 2003). Weiterhin betrifft der natirliche
Alterungsprozess den Zellkern, denn die Anzahl der Zellteilungen ist ein Mal3 fur
die Gesamtlebenszeit eines Organismus. Diese Zahl ist zell- und
speziesspezifisch begrenzt. Jede Zellteilung setzt die Replikation der DNA voraus.
Bisher galten die mit zunehmendem Alter kirzer werdenden Telomere als
limitierender Faktor fur die Anzahl der moglichen Replikationen bzw. Zellteilungen.
Demnach bestimmt der altersbedingte Telomerverlust die replikative
Lebensspanne einer Zelle. Neuere Studien gehen jedoch davon aus, dass der
Zeitpunkt des Zelltods nicht alleine durch die Telomerlange determiniert wird,
sondern auch durch andere Faktoren, wie die Telomeraseaktivitat (Masutomi et al.
2003). Die Telomerstruktur wurde 1985 erstmals von Greider und Blackburn in
eukaryonten Zellen beschrieben (Cech 2004). Hierbei handelt es sich um spezielle
Kappen jeweils am Ende eines Chromosoms, die kurze Tandemwiederholungen

einer bestimmten Basensequenz darstellen. Bei Saugetieren ist diese
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Basensequenz ..TTAGGG.... Bei der Replikation der DNA wird diese
Basensequenz nicht bis zum Ende abgelesen, da die Enden der Chromosomen
durch die Telomere geschitzt und stabilisiert werden. Dieser Umstand bedingt die
Verkirzung der Telomere mit jeder Zellreplikation. Untersuchungen von Allsop et
al haben gezeigt, dass eine inverse Beziehung zwischen der Telomerlange einer
Zelle und dem physiologischen Alter des jeweiligen Donors besteht, von dem die
Zelle stammt (Allsopp et al. 1992): Die Telomere in Zellen von alteren Probanden
sowie in Zellen von Patienten mit Vergreisungssyndromen wie Werner-Syndrom
oder Progerie (Schulz et al. 1996) sind kirzer als in Zellen von jingeren
Individuen. Man geht davon aus, dass die altersbedingt kirzer werdenden
Telomersequenzen die Anzahl der Zellteilungen begrenzen und deshalb einen
limitierenden Faktor fur die replikative Fahigkeit und Lebensspanne einer Zelle
darstellen (Allsopp et al. 1992). Der Telomerverlust ist somit ein charakteristisches
Merkmal der alternden Zelle und ein Mal} fiur die Gesamtlebenszeit des

Organismus.

Die Haut ist ein Organ, an dem man den individuellen Alterungsprozess optisch
leicht erkennen kann. Zahlreiche endogene und exogene Faktoren kdonnen die

natirlich ablaufenden Alterungsprozesse beschleunigen oder verlangsamen.

Sind endogene Faktoren fir den Alterungsprozess der Haut ausschlaggebend, so
spricht man von der endogenen, der biologischen oder auch der Zeitalterung der
Haut. Uberwiegen hingegen die Wirkungen exogener Faktoren, wird von
exogenem Altern oder von der Umweltalterung gesprochen. Da das UV-Licht der
quantitativ wichtigste exogene Faktor des Alterungsprozesses der Haut ist, wird
haufig der Begriff der exogenen Alterung mit dem der Lichtalterung (,photoaging®),
einem von Kligman 1989 gepréagten Begriff, gleichgesetzt (Kligman 1989). Die
Lichtalterung ist, anders als das endogene Altern, von der individuellen

Sonnenexposition und dem Hauttyp abhangig.

2.3.4 Funktionelle Veranderungen der alternden Haut

Zu den altersbedingten funktionellen Veranderungen der Haut z&hlt unter anderem
deren schlechtere Wundheilung, bedingt durch die geringere
Proliferationskapazitat der Keratinozyten und der Fibroblasten (Gerstein et al.

1993). Die verzogerte Wiederherstellung der Barrierefunktion nach Schadigungen
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ist ein weiteres Merkmal (Elias und Ghadially 2002). Charakteristisch fur die
alternde Haut ist auch die reduzierte Produktion von Zytokeratinen (Sunderkotter
et al. 1997). Bei diesen handelt es sich um unlésliche Polypeptide, aus denen sich
die Keratinflamente zusammensetzen und die am Aufbau des Zytoskeletts
beteiligt sind. Sie stellen die Hauptstrukturproteine in allen epidermalen Zellen dar
(Osborn und Weber 1982). Die Zytokeratine sind unter allen Intermediarfilamenten
die Marker fur die epitheliale Zelldifferenzierung (Singh und Gupta 1994). Die
Expression spezifischer Zytokeratinklassen ist fur verschiedene Epithelien, ihre
histologischen Differenzierungsstufen, den Grad der embyonalen Entwicklung und
auch fur bestimmte Krankheitszustande der Zelle charakteristisch. Wahrend der
epidermalen Differenzierung ist die Bildung von Keratinen eines bestimmten
Stadiums an die Hemmung der Keratine des vorangegangenen Stadiums
gekoppelt (Dlugosz und Yuspa 1993). So sind die Zytokeratine 1 und 10 sog.
Keratinisationsmarker, die in den differenzierteren, verhornenden Keratinozyten
vorkommen. Sie stellen eine der ersten Veranderungen dar, die auf die terminale
Differenzierung der Zelle hindeuten. Die Transformation von benignen
epidermalen Tumoren in ein malignes Stadium, geht in der Regel mit einem
Verlust der Keratine 1 und 10 einher (Kartasova et al. 1992). Im Zusammenhang
mit dieser Arbeit besonders bedeutsam ist, dass Perkins et al einen Verlust der
Keratin 10-Expression in Basaliomen und Spinaliomen fanden (Perkins et al.
1992).

Dartber hinaus ist die alternde Haut fur einen Wasserverlust anfalliger als die
Haut junger Menschen. Dieser Umstand beruht zumindest teilweise auf einer
verminderten Fahigkeit zur Lipidsynthese (Ghadially et al. 1995). In der Haut
nehmen die Konzentrationen nahezu aller gréf3eren Lipidgruppen altersbedingt ab.
Da die Lipide des Stratum corneum entscheidend fir die Aufrechterhaltung der
Wasserbarierre der Haut sind, ist es nicht verwunderlich, dass die Xerosis cutis
ein charakteristisches Merkmal der alternden Haut ist. Dies ist insbesondere in
den Wintermonaten der Fall, in denen die Synthese von Lipiden im Stratum

corneum starker reduziert ist, als in den Sommermonaten (Rogers et al. 1996).

Im Alter ist auch die Produktion von einigen in der Haut vorkommenden Zellen
oder Zellprodukten reduziert. So nimmt die Zahl der Langerhanszellen in der Haut

im Laufe des Lebens um ca. 20-50% ab und atrophe Verdnderungen dieser Zellen
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sind in Form einer verminderten Dichte an Dendriten und Birbeck Granula
festzustellen (Grewe 2001). In den Keratinozyten werden weniger Immunzytokine
synthetisiert, was letztendlich die zellulare Immunabwehrfunktion der Haut
schwacht (Sauder 1986).

Bei der Darstellung der funktionellen und morphologischen Veranderungen der
alternden Haut und ihrer molekularen Basis stellt sich insbesondere bei Frauen die
Frage, welche der alternsassoziierten Verdnderungen der Haut auf den Mangel
der sog. weiblichen Sexualhormone zurtickzufihren sind, dem besonders Frauen
nach der Menopause ausgesetzt sind, wenn die Ostradiolsekretion des

postmenopausalen Ovars weitestgehend erloschen ist.

Es besteht kein Zweifel, dass die Haut sowohl ein hormonbildendes Organ ist als
auch zu den hormon-, insbesondere sexualsteroidabhangigen Organen gehort.
Ostrogene fordern bei Frauen mit einem Ostrogendefizit die Wassereinlagerung
und damit den Turgor der Haut, sie stimulieren die Kollagensynthese und unter
Ostrogeneinfluss nehmen die Dicke, die Elastizitat und die Feuchtigkeit der Haut
wieder zu. Die Gefahr der Xerosis wird unter Ostrogeneinfluss dadurch
vermindert, dass Hautlipide vermehrt synthetisiert werden (Sator et al. 2001).
Ostrogene stimulieren die Durchblutung der Haut und die Neubildung von
Kapillaren. Bei Frauen mit einem Ostrogendefizit ist eine Verminderung der
Konzentration des Typ | und Typ Ill Kollagens in der Haut nachweisbar, dieses ist
durch eine Ostrogensubstitution reversibel (Affinito et al. 1999) (Brincat 2000).
Indem sie die Bildung bestimmter Zytokine stimulieren, sollen Ostrogene bei
alteren Menschen auch die Wundheilung beschleunigen (Shah und Maibach
2001). Ostrogene sind jedoch nicht in der Lage, die durch exogene Noxen

induzierten Alterungsvorgange zu verhindern.

Eine weitere wichtige endokrine Funktion der Epidermis ist die Vitamin Ds.
Produktion. Dessen physiologische Vorstufe, das epidermale 7-Dehydro-
cholesterin (Provitamin D3) wird in der Haut unter Einwirkung ultravioletten Lichtes
zu Cholecalciferol (Vitamin D3) umgewandelt. Mit dem Alter nimmt die Menge des
Provitamins in der Haut ab und somit auch die Produktion der tbrigen Vitamin-D-
Derivate (MacLaughlin und Holick 1985). Infolgedessen sind insbesondere altere
Menschen bei ungenugender UV-Exposition anféllig fur einen Vitamin Ds;. Mangel
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(Gloth et al. 1995), was ihre ohnehin vorhandene Neigung zur Osteoporose

verstarkt.

2.3.5 immunologische Veranderungen der alternden Haut

Die Haut stellt das grof3te immunaktive Organ des menschlichen Korpers dar. Sie
beherbergt auf der einen Seite typische Immunzellen, wie Makrophagen, T-und B-
Lymphozyten, auf der anderen Seite aber auch solche, die nur in der Haut
vorkommen. Hierzu z&ahlen Keratinozyten, Merkel-Zellen und Langerhans-Zellen.
In wieweit es zu einer Reduktion der Anzahl an Langerhanszellen in der alternden
Haut kommt, ist noch strittig. Sicher ist jedoch, dass mit zunehmendem Alter auch
in der Haut die Immunkompetenz abnimmt. Die Fahigkeit von Langerhanszellen,
sensibilisierten T-Lymphozyten Antigene zu prasentieren, sowie die T-
Lymphozytenproliferation zu stimulieren, nimmt altersabhéangig ab (Sunderkotter et
al. 1997). Keratinozyten besitzen die Fahigkeit, verschiedene Zytokine zu
synthetisieren und haben deshalb eine wichtige regulatorische Funktion bei der
Immunantwort und bei inflammatorischen Prozessen der Haut. Im Alter
produzieren Keratinozyten sehr viel weniger Interleukin-1. Darlber hinaus ist
besonders in sonnengealterter Haut der Interleukin-1-Rezeptorantagonist
erniedrigt (Neuber et al. 2003).

Das Immunsystem scheint daneben eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
Hauttumoren zu spielen: Organtransplantierte Patienten die sich einer
immunsupressiven Therapie unterziehen missen, haben im Vergleich zur
Normalbevolkerung eine 65-250-fach hohere Inzidenz an einem Plattenepithel-
karzinom und ein 10-fach hoheres Risiko an Basalzellkarzinomen zu erkranken.
Plattenepithelkarzinome scheinen bei immunsuprimierten Patienten agressiver zu
sein: sie bilden haufiger Rezidive, haben eine hohere Wachstumsrate und
metastasieren bei 5-8% der Patienten. Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass das
Immunsystem nicht nur eine bedeutende Funktion in der Entstehung von
Hauttumoren einnimmt, sondern auch auf die Schwere der Erkrankung
maf3geblichen Einfluss hat (Euvrard et al. 2003).

2.3.6 Wirkung von oxidativem Stress auf die Epidermis

Im Laufe des Alterungsprozesses bilden sich vermehrt freie Radikale. Dies ist

Folge sich haufender genetischer Schaden (z.B. in den Mitochondrien) und der
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daraus entstehenden Stérungen des Metabolismus. Freie Radikale werden auch
reaktive Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species”, ROS) genannt. Addieren
sich im Laufe des Lebens die oxidativen Schaden durch zusétzliche Ultraviolett-
Strahlung oder andere Umwelteinfliisse, versagen die Reparaturmechanismen.
Die durch die freien Radikale ausgelésten Schéaden konnen nicht mehr
ausgeglichen werden. Im Laufe der Zeit akkumulieren die molekularen Schéaden in
der Zelle (Ames et al. 1993, Stadtman 1992). Die antioxidativ wirkenden
korpereigenen Abwehrmechanismen sind Enzyme wie die Superoxiddismutase
oder Katalase. Zuséatzlich bestehen noch verschiedene Reparatursysteme fur
Nukleinsduren, Membranen und Proteine. Die bereits beschriebenen Alterungs-
prozesse als Folge oxidativer Schaden greifen an unterschiedlichen Stellen der

Zellfunktionen an.

Oxidative Schaden an Proteinen

Proteine sind ein bekanntes Hauptangriffsziel fir oxidative und zellulare Schaden:
In der Epidermis ist beispielsweise eine altersabhéngige Zunahme des Gehalts an
Proteinkarbonylen nachgewiesen worden. Diese Proteinkarbonyle sind instabile,
veranderte Proteine, die zur Aggregatbildung neigen und mit ihrer chemisch
aktiven Oberflache mit anderen Makromolekuilen reagieren kénnen. Diese oxidativ
veranderten, funktionsunfahigen Proteine werden durch das Proteasom entfernt,
eine intrazellulare Protease, die fur das Uberleben der Zelle von essentieller
Bedeutung ist. Auf der anderen Seite hemmen die oben beschriebenen Protein-
aggregate auch das Proteasom, was wiederum den Abbau weiterer oxidierter
Proteine verhindert und Proteinaggregate akkumulieren lasst. Dieser Circulus
vitiosus endet letztendlich im Zelltod. Die oben umrissenen oxidativen Prozesse
und ihre Folgen konnten in verschiedenen Hautschichten der alternden Haut
nachgewiesen werden. Neben den Proteinaggregaten hemmt sowohl das UVA-

als auch das UVB-Licht! die Proteasompeptidase.

Bei Schadigung der menschlichen Haut durch exogene Noxen spielt die UV-
Strahlung eine zentrale Rolle. Bei dieser Form der exogenen Alterung findet sich
eine weite Spanne epidermaler, struktureller Veranderungen. Zu diesen gehdoren

die Wachstums- und Differenzierungsstérungen von Melanozyten und Keratino-

! Weitere Ausfithrung zu UV-Licht erfolgt auf Seite 15
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zyten inklusive zytologisch nachweisbarer Atypien. Potentielle klinische Folgen
sind benigne Hyperplasien, epitheliale Dysplasien sowie Préakanzerosen. Die
Melanozyten sind unregelmafiig verteilt, mit der Folge, dass die alternde Haut zu
klinisch auffallenden hyper- sowie depigmentierten Arealen pradisponiert ist (Yaar
et al. 2002).

Am charakteristischsten fur die exogene Alterung sind jedoch die Veranderungen
auf Ebene der Demis: die Hauptbestandteile der dermalen extrazellularen Matrix,
Elastin und Kollagen, sind stark betroffen: Es findet sich neben einer Elastose, d.h.
einer Degeneration der elastischen Faser, eine verminderte Zahl an reifen
Kollagenfasern. Stattdessen herrscht basophiles Kollagen vor. Daneben findet
sich in der Dermis eine Zunahme an Fibroblasten, Mastzellen, Histiozyten und
anderen mononukle&ren Zellen, was auf eine chronisch entzindliche Reaktion in
der lichtgealterten Haut hinweist. Ein weiterer charakteristischer Befund der
alternden Haut ist die reduzierte Menge an Pro-Kollagen-1 in den Fibroblasten und
in der extrazellularen Matrix. Diese Kollagenklasse macht 85-90% der
extrazellularen Matrix der menschlichen Dermis aus und wird ausschlief3lich von
Fibroblasten gebildet. Neben dem Pro-Kollagen-1 werden auch andere
Kollagenfasern, wie das Pro-Kollagen-3, vermindert gebildet (Krutmann 2003). Als
molekulare Ursache hierfur ist mdoglicherweise die UV-Strahlung, die zur
Hemmung der Kollagenfasersynthese und/oder der beschleunigten Abbau
derselben beitragt. Zuséatzlich scheinen sowohl UVA- als auch UVB-Strahlen die
Aktivitat der Matrixmetalloproteinasen, welche Kollagen proteolytisch abbauen, zu
steigern. Erfolgt die verstarkte Induktion dieser Enzyme bei UVB-Licht indirekt
Uber eine Signalkaskade, an deren Ende die Bildung der Matrixmetalloproteinase-
1 (MMP-1) in Keratinozyten steht, so kann UVA-Licht Uber die Generation von
reaktiven Sauerstoffspezies die MMP-1 Expression in den dermalen Fibroblasten
zusatzlich aktivieren (Krutmann 2003).

Neben der UV-Strahlung spielen bei der vorzeitigen Hautalterung des Menschen
auch andere Umwelteinflisse die oxidative Schaden auslosen kdnnen eine Rolle.
Hierzu gehdrt neben dem Ozon und der Infrarotstrahlung das Rauchen. Ein
langfristiger Zigarettenkonsum von 20 Zigaretten oder mehr pro Tag beschleunigt
die Hautalterung um fast ein Jahrzehnt (Leung und Harvey 2002). Raucher

entwickeln im Gegensatz zu Nichtrauchern, schneller und ausgepréagter
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Gesichtsfalten (Koh et al. 2002). Die molekulare Basis der vorzeitigen
Hautalterung bei Rauchern scheint unter anderem die verminderte Synthese und
verstarkte Degradation von Kollagen zu sein. Ausdruck des verstarkten
Kollagenabbaus sind héhere Konzentrationen der Metalloproteinase-1-mRNA in
der Haut von Rauchern. Dieses Enzym ist in der Lage, das Kollagen der Haut,
insbesondere dessen Subtypen | und Ill, abzubauen (Lahmann et al. 2001, Yin et
al. 2000).

Oxidative Schaden am Mitochondrium

Ein zweites wichtiges Ziel oxidativer, schéadlicher Wirkungen ist das
Mitochondrium. Hauptaufgabe der Mitochondrien ist die Versorgung der Zelle mit
Energie. Bei der fur die Energiegewinnung erforderlichen oxidativen Phospho-
rylierung entstehen permanent reaktive Sauerstoffspezies, welche die
mitochondriale DNA im Sinne von Mutationen schéadigen. Solche Mutationen
konnen den Prozess der oxidativen Phosphorylierung stéren und die Bildung
neuer reaktiver Sauerstoffspezies fordern. Dieser circulus vitiosus ist fur den
normalen Alterungsprozess menschlicher Zellen wahrscheinlich von grol3er
Bedeutung. Sowohl in vivo als auch in vitro konnten durch UV-Bestrahlung solche
Mutationen erzeugt werden. Die UV-Licht induzierten Mutationen legen nahe, die
mitochondriale Schadigung als eine der molekularen Grundlagen der UV-

induzierten Lichtalterung anzusehen (sog. mitochondriale Theorie des Alterns).

Oxidative Schaden auf Ebene der DNA

Eine weitere wichtige Zielstruktur von Alterungsprozessen in der menschlichen
Haut ist die nukledre DNA. Sie stellt das wichtigste Chromophor fir die UVB-
Strahlung dar. Unter deren Einwirkung entstehen geh&uft Mutationen der
nuklearen Erbinformation. Wie schon dargestellt, tragt die ultraviolette Strahlung
zur Bildung dieser schadlichen Sauerstoffverbindungen bei (Brenneisen et al.
1998) und senkt die Aktivitat antioxidativer Enzyme, wie z.B. alpha-Tocopherol
(Yamamoto 2001). Die UV-Strahlung ist folglich die wichtigste exogene Noxe, die
durch molekulare Mechanismen auf verschiedenen Ebenen zu oxidativem Stress
und somit zu einer vorzeitigen Alterung der menschlichen Haut beitragt. In
Klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass ein enger Zusammenhang

zwischen UV-Exposition einerseits und dem Auftreten von Alterszeichen und



-14 -

epithelialen Neoplasien andererseits besteht (Erb et al. 2005). Weitere Studien
dokumentieren sowohl die altersbedingte Steigerung der reaktiven Sauerstoff-
verbindungen (ROS) (Sohal und Brunk 1992), als auch der oxidativ geschadigten
Proteine (Stadtman 1992)und der DNA (Ames et al. 1993).

Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktoren unter oxidativerm Stress

Die Haut stellt die Grenzflache zwischen Umwelt und Kérper dar. Jede Umwelt-
noxe, die in der Lage ist, in die Haut einzudringen und so oxidativen Stress

hervorzurufen, ist potentiell fir Alterungsprozesse von pathologischer Bedeutung.

Eine der ersten messbaren Reaktionen der menschlichen Haut auf einwirkende
ultraviolette Strahlung, ist die Aktivierung verschiedener Cytokine und Wachstums-
faktoren, sowie membranstandiger Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren. Zu
nennen ist hier unter anderem der EGF-Rezeptor (Sachsenmaier et al. 1994), der
TNF-alpha-Rezeptor (Dy et al. 1999), der PAF-Rezeptor (Dy et al. 1999) der
Insulinrezeptor (Coffer et al. 1995) und der Interleukin-1-Rezeptor (Rosette und
Karin 1996).

Der EGF-Rezeptor (EGFR) spielt eine kritische Rolle in der Karzinogenese der
UV-induzierten Hauttumoren (Stoscheck und King 1986). Dieser Rezeptor ist eine
Rezeptor-Tyrosin-Kinase, welche die Zellproliferation sowohl in epithelialen als
auch in nichtepithelialen Zellen steigert. Er fordert somit die Proliferation der
Keratinozyten und stellt folglich einen Marker fur proliferierende Keratinozyten dar
(Boonstra et al. 1985, Nanney et al. 1984).

Sowohl Basaliomzellen als auch Plattenepithelkarzinomzellen exprimieren den
EGF-Rezeptor in einem Ausmal3, welches mit der Expression des EGF-Rezeptors
in den basalen Zellschichten normaler Epidermis vergleichbar ist (Lavrijsen et al.
1989). Der EGF-Rezeptor scheint also von entscheidender Bedeutung flur die
Entstehung der UV-induzierten Hauttumore zu sein. Die oben beschriebenen
Eigenschaften wurde in dieser Arbeit genutzt: Der EGF-Rezeptor wurde als
Marker zur Messung des Proliferationsverhaltens der Tumorzellen unter dem

Einfluss von Transthyretin verwendet.
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2.4 Epitheliale Hauttumore

Hauttumore stellen weltweit die haufigsten Tumore dar. Bei den nicht-
melanozytaren Hauttumoren, die epithelialen Ursprungs sind (vor allem Basaliome
und Spinaliome), liegt die Inzidenz in Europa bei 300/100.000 fur Basaliome und
bei 150/100.000 fur Spinaliome (Erb et al. 2005). Verschiedene Studien konnten
eine weltweite Zunahme der Inzidenz beider Hauttumore in den letzten
Jahrzehnten belegen (Holme et al. 2000, Preston und Stern 1992). Dies ist im
Wesentlichen auf zwei Faktoren zurickzufuhren: Der erste Faktor ist die
demographische Veranderung der westlichen Gesellschaft, ndmlich der rapide
Anstieg der Lebenserwartung sowie die Uberproportionale Zunahme des Anteils
der alteren Menschen an der Gesamtpopulation: Es wird in der Bundesrepublik
Deutschland mit einer Zunahme der Lebenserwartung um 1,5 Lebensjahre pro
Jahrzehnt gerechnet, was fir eine weitere Zunahme dieser Problematik spricht. Im
Jahre 2001 betrug die Zahl der Sechzigjahrigen und Alteren in der Bundesrepublik
Deutschland 18,5 Mio. dies sind 22,4% der Gesamtbevélkerung. Fur das Jahr
2050 erwartet man in dieser Altersgruppe 28 Millionen Menschen, entsprechend
37% der Gesamtpopulation (Poétzsch und Sommer 2003). Die zweite
entscheidende Ursache fur die Zunahme maligner Hauttumore findet seinen
Ursprung in der geanderten Freizeitgestaltung und dem Wandel des
Schonheitsideals in den letzten Jahrzehnten. Die gesteigerte Sonnenexposition
des Einzelnen fordert die Kumulation von UV-bedingten Hautschaden: Hierzu
gehdren zum einen die unter 2.3 beschriebenen Alterungsprozesse der Haut, zum
anderen sind UVB-Strahlen (Wellenlange von 290-315 nm) malf3geblich fur die
Entstehung von Basaliomen und Spinaliomen verantwortlich. UVA-Strahlen
(Wellenlange von 315-400 nm) sind hingegen weniger stark karzinogen. Trotzdem
ist es sehr wahrscheinlich, dass UVA-Strahlen zusammen mit UVB-Strahlen die
Karzinogenese beschleunigen. Neben einer Immunsuppression induzieren sie,
wie in 2.3.6. beschrieben, demnach DNA Veranderungen in den exponierten
Zellen (Grossman und Leffell 1997). Durch die diinner werdende Ozonschicht und
der dadurch gesteigerten UV-Belastung der Erdoberflaiche wird dieser Prozess

weiter potenziert.

Neben der quantitativen Zunahme konnte festgestellt werden, dass das

Wachstumsverhalten mancher Spinaliome und Basaliome an Agressivitat zunimmt



-16 -

und dass das Auftreten bei immer jungeren Patienten (d.h. < 40 Jahre) zu
beobachten ist (Christenson et al. 2005, Wrone et al. 1996).

Dass, wie oben dargestellt, UV-Strahlen mal3geblich fur die Entstehung der
Hauttumore verantwortlich sind, zeigt sich deutlich an deren Pradilektionsstellen.
Die Pradilektionsstellen des Spinalioms entsprechen den chronisch licht-
exponierten Korperpartien. Seltener findet man sie im Bereich chronisch-
entzundlicher und chronisch-degenerativer Hautverdnderungen. Basaliome treten
ebenfalls in diesen Bereichen auf, zusétzlich jedoch auch an Korperstellen an
denen eine geringe UV-Belastung vorlag oder in keinem nennenswerten Umfang
eine vorangegangene aktinische Schadigung bestand, wie beispielsweise am
Rumpf.

Obwohl beide Hauttumore zu den haufigsten Tumoren des Menschen zahlen, ist
ihre genaue Pathogenese noch weitgehend unerforscht. Ein Merkmal beider
Tumore stellt deren Widerstandsfahigkeit gegeniber dem programmierten Zelltod
dar. Die Grunde hierflr konnten bisher nicht eindeutig geklart werden. Allerdings
ist fur viele Tumorzellen bekannt, dass sie Mechanismen entwickeln um der

Apoptose zu entgehen, so auch Basaliom- und Spinaliomzellen.

Die empfindliche Homoosthase der epithelialen Zellen der Haut wird durch
Apoptose-induzierende und Apoptose-unterbindende Molekile hergestellt. Hierzu
gehort auf der einen Seite die TNF-Rezeptor-Familie (FasL, TRAIL) (Bhardwaj und
Aggarwal 2003), auf der anderen Seite die bcl-2-Familie (bax, bac, bcl-2 und bcl-
xL) (Kirkin et al. 2004). UV-Strahlen induzieren nicht nur DNA Schaden in der
Epidermis, sondern stéren auch die epidermale Homeostase der Zellen auf das
empfindlichste. Werden diese Schaden der Zelle nicht repariert oder durch
Apoptose eliminiert, kommt es zu einer Zelltransformation, unkontrollierter
Proliferation und letztendlich zur Tumorentstehung. Ein wichtiges Gen in diesem
Zusammenhang ist das p53 Tumorsupressorgen: Das p53 Gen wird auch als
~Schitzer des Genoms*” bezeichnet (Levine 1997). Ist die DNA der Keratinozyten
so weit geschadigt, dass eine Reparatur nicht mehr moglich ist, z.B. durch UV-
Schaden, werden die Zellen unter der Kontrolle des p53 durch die Induktion von
Apoptose entfernt (Hill et al. 1999). UV-Strahlen kénnen jedoch auch p53 selbst
derart schadigen, so dass Mutationen in diesem Gen auftreten. Unkontrolliertes

Zellwachstum und Verlust der Apoptosefahigkeit der geschadigten Keratinozyten
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ist die Folge. Mutationen des p53 Supressorgen konnten in 56% der Basaliome

und in mehr als 90% der Spinaliome gefunden werden (Ziegler et al. 1994).

Die Therapie dieser Hauttumore besteht noch immer vor allem in der Exzision der
Lasion mit ausreichend Sicherheitsabstand. Da diese Tumore nicht selten im
Gesichtsbereich auftreten, kann es hier, besonders bei ausgedehnten Befunden,
zu kosmetisch oder funktionell wenig zufriedenstellenden Ergebnissen kommen.
Neuere Behandlungsmoglichkeiten, wie z.B. Immunmodulatoren, topische
Chemotherapeutika oder die photodynamische Therapie bringen gewissen
Vorteile und zeigen Erfolg versprechende Perspektiven: Medikamentbse
Therapieformen (z.B. Interferon und Flourouracil) zeigen in Studien eine niedrigere
Morbiditat und geringere Schadigung des Umgebungsgewebes, haben jedoch im
Vergleich zur konventionellen Exzision den Nachteil, dass die Tumore haufig nicht
vollig verschwinden. Dariber hinaus sind die meisten vergleichenden Studien
unvollstandig und erlauben somit keine endgultige Aussage beziglich der
Wirksamkeit dieser neueren Therapievarianten (Lee et al. 2007).

Die Forschung nach neuen Madglichkeiten hinsichtlich Therapie und Prophylaxe
dieser Tumore ist vor dem Hintergrund der steigenden Inzidenz von Hauttumoren

folglich von grol3er Bedeutung.

2.5 Transthyretin

Im Folgenden wird das fur diese Arbeit bedeutende Protein Transthyretin detailliert
dargestellt. Zu diesem Zweck wird erst ein kurzer Uberblick tiber die Entdeckung
des Proteins gegeben und dann auf dessen Funktion und Wirkungsweise im
menschlichen Kdrper eingegangen. AbschlielRend soll die Bedeutung des Proteins
fur die menschliche Haut, ein bisher kaum erforschtes Gebiet, beleuchtet werden.

2.5.1 Die Entdeckung des Proteins Transthyretin (Praalbumin)

Die Entdeckung des Plasmaproteins Transthyretin reicht zurlck in die funfziger
Jahre des letzten Jahrhunderts. Bei Untersuchungen an Plasmaproteinen mittels
der damals neu eingefiihrten Gelelektrophorese stellte sich im elektrischen Feld
eine Bande dar, die vor Albumin herlief. Diese Proteinbande wurde als
.Praalbumin“ bezeichnet. In den darauf folgenden Jahren erkannte man, dass
Praalbumin die Fahigkeit besitzt, Schilddrisenhormone zu binden. Auf dieser
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Beobachtung beruht die zweite Bezeichnung des Proteins: Thyroxin binding
prealbumin (TBPA) (Robbins und Rall 1960). In den achtziger Jahren wiesen
Dickson et al. nach, dass Zellen des Plexus choroideus Praalbumin synthetisieren
und in die zerebrospinale Flussigkeit sezernieren (Dickson et al. 1985). Diese
Entdeckung lieferte eine Erklarung fir die hohen Préaalbumin-Konzentrationen der
zerebrospinalen Flussigkeit im Vergleich zu denen im Blut und zeigte einen
mdoglichen, bisher unbekannten, selektiven Aufnahmeweg fur Thyroxin in
bestimmte Gebiete des Zentralnervensystems. Weitere Untersuchungen in den
sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts hatten gro3en Anteil an der Aufklarung der
Proteinstruktur: Praalbumin, spater Transthyretin genannt, besteht aus vier
identischen  Untereinheiten, wobei jede Untereinheit ausgedehnte [3-
Faltblattstrukturen enthalt. Transthyretin verfiigt als Tetramer Uber eine hohe
Stabilitat. Jeweils zwei Untereinheiten bilden ein Dimer. Dieses Dimer besitzt in
einem zentral lokalisierten, hydrophoben Kanal zwei identische Bindungsstellen
fur Thyroxin. Durch die Bindung eines Thyroxinliganden an die erste
Bindungsstelle wird die Affinitat der zweiten fir Thyroxin nachhaltig reduziert.
Studien Mitte der siebziger Jahre zeigten, dass dies durch einen allosterischen
Effekt, also eine Verédnderung der Proteinstruktur zustande kommt (lrace und
Edelhoch 1978, Wojtczak et al. 2001). Dies erklart den Umstand, dass
Transthyretin jeweils nur ein Thyroxin Molekdl in der Zirkulation transportiert. Der
neu entdeckten Funktion des Praalbumins (TBPA) wurde so dann durch eine neue
Nomenklatur Rechnung getragen: aus Préalbumin (TBPA) wurde Transthyretin
(TTR).

Im gleichen Jahrzehnt wurde eine weitere Funktion des Transthyretin bekannt: Die
Fahigkeit des Proteins mit dem Vitamin-A-bindenden Protein (,retinol binding
protein“ (RBP) einen Komplex zu bilden. Die vier vorhandenen RBP-Bindungs-
stellen sind jedoch nie vollstandig besetzt (Peterson 1971, Raz und Goodman
1969).

Seit den spaten achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts sind einige erbliche
Varianten von Transthyretin beschrieben worden, die sich zwei Kategorien
zuordnen lassen. Auf der einen Seite solche, die eine gesteigerte Kapazitat zur
Thyroxinbindung haben. Diese Varianten manifestieren sich Kklinisch als

Hyperthyreose. Auf der anderen Seite lasst sich die grof3e Mehrzahl der
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bekannten Varianten bei Patienten mit familiarer Amyloid-Polyneuropathie
(,familial amyloidotic polyneuropathy”, FAP) nachweisen. Diese autosomal-
dominant vererbliche Erkrankung findet sich dberdurchschnittlich haufig in
portugiesischen Familien. Die bei diesen Familien gefundenen Transthyretin-
Varianten weisen nicht selten eine verringerte Affinitat zu Thyroxin auf. Der
Mechanismus der Transformation eines loslichen Transthyretin-Tetramers in ein

unlésliches, polymeres Amyloid ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung.

2.5.2 Produktionsorte des Transthyretins im menschlichen Kérper

Die Hauptsyntheseorte des Transthyretins stellen Leber und Zentralnervensystem
dar, von wo aus das Protein in das Blut, bzw. den Liquor cerebrospinalis
sezerniert wird. Die Regulation der Transthyretin-Synthese in diesen beiden Orten
erfolgt unabhangig voneinander. Wéahrend der embryonalen Entwicklung werden
die Transthyretin-Gene zuerst in der Tela choroidea, dem Vorlaufer des Plexus
choroideus, exprimiert und erst danach in der Leber (Fung et al. 1988). Die mRNA
von Transthyretin ist im ZNS nur im Plexus choroideus und in den Meningen
nachweisbar. Beide Strukturen sind an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke
beteiligt, (Blay et al. 1993, Herbert et al. 1986). Betrachtet man die gesamte
Proteinproduktion in der cerebrospinalen Flussigkeit, so ist Transthyretin mit 25 %
das Protein mit der héchsten Produktionsrate im Plexus choroideus (Dickson et al.
1986). Der grofdte Teil des Thyroxin (T4) im CSF wird von Transthyretin
transportiert (Hagen und Solberg 1974). Weitere Syntheseorte des Transthyretins
sind Auge (Retina, Ziliarkérper und Nervus opticus) (Ong et al. 1994),
Pankreasinseln (Jacobsson et al. 1989) und Dottersack (Soprano et al. 1986). In
geringen Mengen wird das Protein auch im Magen, Herzen, Skelettmuskel und in
der Milz synthetisiert.

Das Protein wird hauptsachlich in der Leber abgebaut, in geringeren Mengen

jedoch auch in der Muskulatur, der Haut und in den Nieren, (Makover A ( 1988) J
Biol Chem 263:8598-603) nicht jedoch im ZNS (Makover et al. 1988).

2.5.3 Funktionen des Transthyretin im menschlichen Kdrper

Auf Basis bisheriger Forschungsergebnisse hat das Protein Transthyretin im
menschlichen Korper vor allem zwei Funktionen inne, die unten beschrieben

werden. DarlUber hinaus spielt es bei einigen erblich bedingten Erkrankungen eine
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entscheidende Rolle. Im Folgenden soll hieriiber ein kurzer Uberblick gegeben
werden, sowie auf die bisher wenig erforschten Zusammenhange und Funktionen

des Transthyretins in der Haut hingewiesen werden.

Transthyretin und die Schilddrisenhormone

Nach heutigem Wissensstand lassen sich Transthyretin zwei Funktionen
zuordnen: Erstens gehdrt Transthyretin zu den Plasmaproteinen, die den
Transport von (T4) im Blut gewahrleisten. In bestimmten Regionen des
Zentralnervensystems scheint Transthyretin sogar das einzige Transportprotein flr
Ts zu sein (Schreiber 2002). Das biologisch aktive Stoffwechselprodukt,
Trijodthyronin (T3) hingegen wird von Transthyretin nicht transportiert (Palha
2002). Mehr als 99% des T3 und T4 sind an Transportproteine gebunden, von
denen beim Menschen die quantitativ wichtigsten Thyroxin-bindendes-Globulin
(TBG), Transthyretin und Albumin sind (Robbins 2000). Schilddriisenhormone sind
v.a. fur die regelrechte Entwicklung des Gehirn unabdingbar (Bernal und Nunez
1995, Oppenheimer und Schwartz 1997). I|hre spezifische Rolle im
Erwachsenengehirn scheint jedoch noch nicht vollstandig geklart zu sein (Palha
2002). Um ihren Bestimmungsort im Zentralnervensystem zu erreichen, gibt es fur
die Schilddrisenhormone zwei mogliche Aufnahmewege: Der erste Weg fihrt
Uber die lipidhaltige Plasmamembran der Blut-Hirnschranke und des Plexus
choroideus. Dank ihrer lipophilen Eigenschaften kdnnen die Schilddriisenhormone
diese Plasmamembranen problemlos passieren und gelangen so zu ihren
Bestimmungsorten. Der zweite Weg fihrt vom Blut tGber den Plexus choroideus,
wo die Schilddrisenhormone an Transthyretin binden und anschlielBend in die
Zerebrospinalflissigkeit sezerniert werden (Southwell et al. 1993). Studien legen
nahe, dass nicht die im Plasma an Transthyretin gebundene Fraktion in die
zerebrospinale Flussigkeit transportiert wird, sondern dass nur freies T, dorthin
gelangt: Dieses Uberwindet die Lipidmembran, interagiert daraufhin mit
Transthyretin und tragt so zum Gesamt-T, Gehalt im Gehirn bei (Chanoine et al.
1992). Transthyretin scheint allerdings fur die Aufnahme von T, in die
periventrikularen Gehirnstrukturen des ZNS und seine Verteilung nicht zwingende
Voraussetzung zu sein (Palha et al. 2002). Zusammenfassend kann also
festgehalten werden, dass Transthyretin weder flr den T4-Transfer zum ZNS noch

fur dessen Verteilung innerhalb des Gehirns essentiell ist. Interessanterweise
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konnte jedoch bei TTR-Null-M&ausen in der Zerebrospinalflissigkeit (CSF) kein
anderes Transportprotein fur T4 nachgewiesen werden (Palha et al. 2000). Aller
Wahrscheinlichkeit nach ist also kein anderes Transportprotein vorhanden,
welches in CSF und Plexus choroideus das Fehlen von Transthyretin ausgleichen

konnte.

Eindeutig geklart werden muss allerdings noch, ob Transthyretin mdglicherweise
im Plexus Choroideus oder in der zerbrospinalen Flissigkeit bendtigt wird, um T4
zu speichern oder einen funktionellen Puffer zu bilden. Denkbar ist auch, dass
Transthyretin als Hormonreservoir dient und so nach Bedarf der Gewebe T4
selektiv an die Zielgewebe freigibt. Hierdurch kénnte einerseits der T4-Abbau in
der Leber und andererseits auch die glomeruléare Filtration durch die Nieren
verhindert werden (Mendel et al. 1987, Palha et al. 2002). Fur die Aufnahme von
T4 in der Leber und Niere, ebenso wie fir das Aufrechterhalten normaler
Schilddrisenhormonkonzentrationen in diesen Organen (Palha et al. 1997)
scheint Transthyretin nicht essentiell zu sein (Mendel et al. 1992), da Menschen
bei denen eine Transthyretin-Mutation mit gesteigerter oder erniedrigter T,4-Affinitat
vorliegt, in der Regel keine Anzeichen einer Hypo- oder Hyperthyreose zeigen
(Refetoff et al. 1986, Rosen et al. 1993). Dartber hinaus konnte im Tierexperiment
an sog. TTR-Null-Mausen gezeigt worden, dass trotz einer 50% niedrigeren
Konzentration des zirkulierenden Gesamt-T, der Anteil des freien T4, als auch die
Konzentrationen des zirkulierenden T3 und TSH unveréndert im Sinne einer
Euthyreose blieben (Palha et al. 1994).

Transthyretin und Retinol

Eine weitere Funktion kommt Transthyretin beim Transport des Retinols (Vitamin
A) zu. AlsTransportprotein stellt es der Haut tber das Retinol-bindendes Protein
(RBP) Retinol zur Verfugung. RBP ist im Blut das spezifische Transportprotein fur
Retinol, welches dieses Vitamin von der Leber zu seinen Zielgeweben
transportiert. Transthyretin bindet an den RBP-Retinol-Komplex. Solch ein
Komplex setzt sich im Blut aus Transthyretin und RBP in einem Verhaltnis von 1:1
zusammen (Naylor und Newcomer 1999). Die hierflr benétigten Bindungsstellen

befinden sich auf der Oberflache des Proteins.
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Mutationen des Transthyretin-Molekuls, wie sie auch bei der familiaren Amyloid-
Polyneuropathie (Punktmutation an Position 84) vorkommen, gehen mit stark
erniedrigten Plasma-RBP-Konzentrationen einher. Die geringe Interaktion des
mutierten Transthyretin-Moleklls mit RBP deutet darauf hin, dass Isoleucin an
Position 84 des Transthyretin-Molekils von entscheidender Bedeutung fiur die
RBP-Bindung von Transthyretin ist (Waits et al. 1995). Wo die Komplexbildung
zwischen RBP und Transthyretin erfolgt, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht
vollstandig geklart. Denkbar ist eine Bindung der beiden Proteine bereits in den
Hepatozyten oder eine erst im Plasma stattfindende Komplexbildung (Navab et al.
1977, Rask et al. 1983). Die vermutete Komplexbildung von holo-RBP (Retinol
gebunden an RBP) mit Transthyretin im endoplasmatischen Retikulum der

Hepatozyten scheint sich zu bestatigen (Bellovino et al. 1996).

2.5.4 Megalin: rezeptorvermittelte Aufnahme von Transthyretin

Die Organe und Gewebe, in denen Transthyretin abgebaut wird, sind bekannt:
Hauptabbauort ist die Leber; daneben sind die Nieren der wichtigste
extrahepatische Abbauort (Makover et al. 1988). Uber die Mechanismen, die zur
Aufnahme des Transthyretin fuhren, ist hingegen relativ wenig bekannt. Die
Ergebnisse verschiedener Studien bestarken die Annahme, dass Transthyretin
wahrscheinlich Gber einen rezeptorvermittelten Mechanismus aufgenommen wird.
(Divino und Schussler 1990, Vieira et al. 1995), (Kuchler-Bopp et al. 2000). Sousa
et al. konnten in der Niere einen Transthyretin-Rezeptor aus der Familie der LDL-
Rezeptoren nachweisen: Dieser spezifische Rezeptor, Megalin, vermittelt in der
Niere die tubulére Aufnahme von Transthyretin (Sousa et al. 2000). Gestutzt wird
diese Aussage durch die Beobachtung, dass Patienten mit Schaden an ihrem
Tubulussystem der Niere, wie sie beispielsweise beim Fanconi-Syndrom

vorkommen, Transthyretin mit dem Urin ausscheiden.

Dieser Rezeptor ist ein Multiliganden-Rezeptor, der an der apikalen Seite einiger
resorptiver Epithelien exprimiert wird. Zu diesen Epithelien zéhlen die des
proximalen Tubulus (Christensen et al. 1995) und des Dottersack (Zheng et al.
1994). Der Rezeptor Megalin gehort zur Familie der LDL-Rezeptoren (low density
lipoprotein-Rezeptorfamilie) und bindet das sog. RAP (receptor-associated-
protein) (Christensen et al. 1992). Dieses Protein RAP erleichtert und beschleunigt

die Ausbildung der korrekten Raumstruktur der LDL-Rezeptoren wahrend deren
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Biosynthese und Transport zur Zelloberflache (Birn et al. 2000), (Willnow 1998).
Zu den bisher bekannten Megalinliganden gehdren Transcobalamin (Vitamin Bi,-
bindendes-Protein) (Moestrup et al. 1996), Vitamin-D-bindendes Protein (Nykjaer
et al. 1999) und Retinol-bindendes Protein (RBP) (Christensen et al. 1999). Der
Bindung dieser Proteine an Megalin kommt somit eine wichtige Funktion in der
Ruckresorbtion glomerulér filtrierter, essentieller Substanzen zu. Unterstitzt wird
diese Aussage durch Untersuchungen an Mausen, denen dass Megalin-Gen fehlt:
Diese gentechnisch veranderten Mause sind gekennzeichnet durch eine hohe
Mortalitdtsrate, Entwicklungsstérungen (Willnow et al. 1996) und durch tubulére
Resoptionsstérungen mit Verlust von niedermolekularen Plasmaproteinen tber die

Niere.

Des Weiteren scheint die Struktur von Transthyretin fir die Bindung an Megalin
von entscheidender Bedeutung zu sein: Die bisher bekannten Punktmutationen
des Proteins treten oft an Position 30 des Proteins auf und sind haufig mit der
familiaren ~ Amyloid-Polyneuropathie  (familial amyloidotic  polyneuropathy)
vergesellschaftet (Saraiva 1995). Diese autosomal-dominante Krankheit geht mit
dem Auftreten von extrazellular abgelagerten Amyloid-Fibrillen in verschiedenen
Geweben, vor allem im peripheren Nervensystem einher (Saraiva 1995).
Zusétzlich weisen die betroffenen Patienten niedrige Plasmakonzentrationen des

mutierten Proteins auf. Dies kdnnte auf dessen beschleunigten Abbau hinweisen.

Um das Bindungsverhalten von Transthyretin an den Rezeptor Megalin besser zu
verstehen, wurden die Varianten Transthyretin V30M, eine Amyloid-Mutation und
Transthyretin T119M, eine Nicht-Amyloid-Mutation auf ihre unterschiedlichen
Aufnahmeraten untersucht: Transthyretin V30M war die Mutation mit der héchsten
Aufnahmerate in der Niere, wogegen Transthyretin T119M die niedrigste besal3.
Diese Ergebnisse untermauern die Annahme, dass die Konformation von

Transthyretin fir die Erkennung durch Megalin von gro3er Bedeutung ist.

Aus dem oben besprochenen ergibt sich fur diese Arbeit die Fragestellung, ob
Megalin auch in der Haut vorkommt und dort als Rezeptor fUr Transthyretin

fungieren koénnte.
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2.5.5 Transthyretin und seine immunmodulierenden Eigenschaften

Bereits in mehreren Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass Transthyretin
immunmodulierende Eigenschaften besitzt (Borish et al. 1992, Burton et al. 1987,
Husz et al. 1975, Le et al. 1981): Transthyretin scheint in der Lage zu sein, die IL-
1 Produktion der humanen Monocyten-Leukamie-Linie THP-1 sowie der
Endothelzellen bis zu einem gewissen Mal3e zu inhibieren. IL-1 ist ein potenter
Mediator in der korpereigenen Immunantwort. Die Produktionsaktivitat des IL-1
scheint hierbei einer diffizilen Balance zwischen aktivierenden und inhibierenden
Faktoren unterworfen zu sein. Als spezifischer Inhibitor des IL-1 im Serum konnte
Transthyretin identifiziert werden. Die hepatische mRNA von Transthyretin wird
wahrend der Akute-Phase-Reaktion vermindert transkribiert, so dass in dieser
Phase die entsprechend bendétigte Hohe des IL-1 Plasmaspiegels erreicht wird
(Dickson et al. 1986). In eine ahnliche Richtung weil3t die Beobachtung, dass die
Transthyretinspiegel Im Plasma durch ein Trauma oder Mangelernéhrung,
zusammen mit anderen Akute-Phase-Proteinen deutlich abfallen (Douville et al.
1982) und dass bei Patienten mit systemischen Vaskulitiden ein Mangel an
Transthyretin im Serum gefunden wurde (King et al. 1987). Transthyretin vermag
zwar die Produktion des IL-1 in Endothelzellen zu drosseln, eine totale Hemmung
findet jedoch nicht statt (Borish et al. 1992).

Dieser Effekt des Transthyretins legt die Vermutung nahe, dass Transthyretin
neben seinen bisher bekannten Aufgaben, eine weitere Funktion im Immunsystem
hat und hier als endogener antiiflammatorischer Mediator fungiert (Borish et al.
1992).

2.5.6 Transthyretin und die Haut

Das Plasmaprotein Transthyretin ist auch in der Haut als Transportprotein von
Retinol im Komplex mit RBP fir dessen Transport zu den Zielorganen
unerlasslich. Im Prozess der Differenzierung von Keratinozyten stellt Retinol einen
kritischen Faktor dar: Es spielt fur das initiale Wachstum und die Reifung der
Keratinozyten eine essentielle Rolle. Dies zeigt sich daran, dass unter einer
reduzierten Retinolkonzentration in der basalen Epidermis eine verminderte

Anzahl an transienten Keratinozyten heranreift. Auf der anderen Seite setzt jedoch
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die Differenzierung der Keratinozyten eine abnehmende Retinolkonzentration in

basalen epidermalen Strukturen voraus (Fuchs und Green 1981).

Den Nachweis von Transthyretin in der Epidermis erbrachten Torma und Vahlquist
in ihrer Studie, die sich mit den Transportproteinen des Vitamin A (Retinol) in der
Epidermis beschéftigte (Torma und Vahlquist 1983). Des Weiteren gelang es
diesen Autoren, Transthyretin aus Epidermisextrakten zu gewinnen und unter der
Hypothese, dass Transthyretin ausschlieBlich  extrazellular vorkommt,
semiquantitativ zu bestimmen. Die von Ihnen nachgewiesenen Konzentrationen
lagen bei durchschnittlich 160 mg/l. Diese Studie war die erste, die sich mit
Transthyretin im Zusammenhang mit der Epidermis beschaftigte und die erste die
zeigte, dass Transthyretin zu den physiologischen Bestandteilen der Epidermis
zahlt.

In seiner Rolle als Transportprotein fur Retinol, hat Transthyretin zusammen mit
RBP folglich eine wichtige Funktion bei der Differenzierung von Keratinozyten.
Kieslich untersuchte in ihrer Arbeit das Proteom von Keratinozyten, als
Hauptbestandteil der Epidermis (Kieslich 2005). Uber die so gewonnenen
Expressionsmuster in junger und gealterter Epidermis erhoffte man sich
Ruckschlisse auf die in den Alterungsprozess involvierten Proteine. Es sollten vor
allem altersabhangig veranderte Proteinexpressionen dargestellt werden. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Plasmaprotein Transthyretin als wichtiges
Transportprotein fir Retinol in der Epidermis nachzuweisen ist. Dieses scheint fir
die intakte Funktion der Epidermis unerlasslich, wird in der Epidermis jedoch nicht
synthetisiert. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass die epidermale

Transthyretin-Konzentration im Alter abnimmt (Kieslich 2005).

Ob Transthyretin zusatzlich einen direkten Einfluss auf Keratinozyten ausubt,

konnte in dieser Arbeit jedoch nicht abschlielRend geklart werden.

2.6 Zusammenfassung

Die Hautalterung gehort zu den leicht sichtbaren Alterungsprozessen des
Menschen. Sie ist ein komplexer Prozess, bei dem multiple Faktoren, wie z.B. UV-
Exposition, das Immunsystem und genetische Komponenten eine Rolle spielen.
Man unterscheidet zwischen intrinsischer und extrinsischer Hautalterung. Erstere

bezeichnet die vorprogrammierte, nicht zu beeinflussende Alterung, die je nach
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Individuum unterschiedlich schnell voranschreitet. Die extrinsiche Hautalterung
hingegen ist bestimmt durch das Mal3 an schadlichen exogenen Einflissen, vor
allem UV-Strahlung und Nikotinabusus. Zu den Folgen dieses Alterungsprozesses
zahlt neben den optisch stérenden Verdnderungen, wie beispielsweise der Verlust
der Elastizitat, auch die Bildung von Hauttumoren.

Hauttumore, insbesondere Basalzellkarzinome und Plattenepithelkarzinome
zahlen zu den héaufigsten Tumoren des Menschen. Der Haufigskeitsgipfel dieser
Malignome liegt zwischen dem 60. und 80 Lebensjahr, so dass
Plattenepithelkarzinome und Basalzellkarzinome als Tumore der alternden Haut
bezeichnet werden kdnnen. Die Inzidenz dieser Erkrankungen scheint dartber
hinaus in den letzten Jahrzehnten zuzunehmen. Der genaue Pathomechanismus

ihrer Entstehung ist bis heute nicht vollstandig geklart.

Das Plasmaprotein Transthyretin ist als Transportprotein von Retinol fur den
Transport zu den Zielorganen unerlasslich, so auch fiur die Haut. Im
Differenzierungsprozess stellt Retinol einen kritischen Faktor der Keratinozyten
dar: Es ist essentiell fir das initiale Wachstum und die Reifung der Keratinozyten.
In diesem Zusammenhang konnte Kieslich nachweisen, dass es zu
altersabhangigen Proteinveranderungen in der Epidermis kommt (Kieslich 2005).
Unter anderem nimmt die epidermale Transthyretin-Konzentration im Alter ab. Ob
Transthyretin zusatzlich einen direkten Einfluss auf die Keratinozyten ausibt und
welche Mechanismen fur die Abnahme der Transthyretin-Konzentration
verantwortlich sind, konnte in dieser Arbeit jedoch nicht abschlieRend geklart

werden.

Aus den oben beschriebenen Erkenntnissen ergibt sich die Fragestellung der
vorliegenden Arbeit: Ziel dieser Arbeit ist es, den mdoglichen Einfluss von
Transthyretin auf die Proliferation von Basaliom- und Spinaliomzellen zu
untersuchen und somit die Rolle des Transthyretin in der Haut besser zu

verstehen. Die Leitfragen der Arbeit lauten somit:

= Gibt es einen funktionellen Zusammenhang zwischen der steigenden
Inzidenz an Hauttumoren im Alter und der beobachteten Abnahme der

Transthyretin-Konzentration in der alternden Haut?

= Hat Transthyretin einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von

Basaliomen und Spinaliomen?
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DarlUber hinaus soll die Aufnahme von Transthyretin in die Zellen weiterfihrend
untersucht werden. Besonderes Interesse gilt hierbei dem Rezeptor Megalin, der
in der Niere fur die Ruckresorption von Transthyretin verantwortlich ist. Hieraus
resultiert die Frage, ob Megalin auch in der Epidermis nachzuweisen ist und ob

dieses Protein auch in der Haut als Rezeptor fur Transthyretin fungiert.
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3 Materialien und Methoden

Im folgenden Kapitel werden alle in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten

Versuche erlautert und die hierfir verwendeten Reagenzien und Materialien

aufgelistet.

3.1 Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Lésungsmittel

Acrylamid-Bis 30%
(BCIP):5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-Phosphat
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl;x2H,0)
CellWash Waschpuffer

Cy™3 konjugierter AffiniPure-
Kaninchen-anti-Ziege Antikorper, 1gG
DMEM: (Dulbecco’s Modifizierte
Eagle Medien)

DMEM ohne Calcium, ohne L-Glutamin
Di-Methylformamid (DMF)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Foetales Rinderserum (FCS)
humanes Prealbumin
Maus-anti-Human-EGFR
Magermilchpulver
Nitro-Blue-Tetrazolium (NBT)
R-Phycoerythrin (R-PE) konjugiert
Maus 1gG,p, Isotypenkontrolle,
R-Phycoerythrin (R-PE)-konjugiert
RPMI

L-Glutamin 200 mM

Kaninchen-anti-Human-pan Ras

Serva Elektrophoresis, Heidelberg

Sigma, Saint Louis, USA
Merck, Darmstadt

Becton & Dickinson, Heidelberg

Dianova, Hamburg,

Gibco; Palsey, GB

Gibco; Palsey, GB

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco, Palsey, GB

Biodesign International, Saco, USA
BD Biosciences, San Diego, USA
Fluka, Buchs, Schweiz

Sigma, Saint Louis, USA

BD Biosciences, San Diego, USA

BD Biosciences, San Diego, USA
Gibco, Palsey, GB
Gibco, Palsey, GB

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
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Kaninchen-anti-Human-Prealbumin

Kaninchennormalserum
Molekulargewichtsstandard
Monoklonaler Maus-anti-Human
Cytokeratin 10, IgG1
Penicillin-Streptomycin-Lésung
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
Protease Inhibitor Cocktail
RIPA Puffer

TEMED

Trypanblau 0,5% (w/v) in NaCl
Trypsin-EDTA, Flussig

Tween

WST-1 Reagenz

Ziege-anti-Humanes Megalin (C-19)

Ziege-anti-Human Cytokeratin 1 (N-20)

Ziegennormalserum

USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Dianova, Hamburg

Bio Rad Laboratories, Hercules, USA

DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Gibco, Palsey, GB

Sigma, Saint Louis, USA

Sigma, Saint Louis, USA

Sigma, Saint Louis, USA

Bio Rad Laboratories, Hercules, USA
Seromed Biochrom, Berlin

Gibco, Palsey, GB

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz
USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

3.2 Verwendete Pufferlosungen und Eindeckmedien

Dulbecco’s Phosphatgepufferte

Kochsalzlésung (D-PBS)

PBS (phosphat buffered saline)-Puffer:

NacCl 8,09
Na,HPO,4 1,15¢
KH,PO4 0,24

Gibco, Palsey, GB
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KCl 029

In 1,0 | Aqua dest., pH 7,2-7,4

Elvanol (Eindeckmedium):
Glycerin (86%)

Na;HPO, 2M

Moviol

PBS

Einbettmedium Cytochrome PIN

3.3 Verbrauchsmaterialien

Cell Scraper (steril)

Filterpapier Grad 1F

Zellkulturflaschen (75 ml)
Mikroskopische Deckglaser
Neubauer-Zahlkammer

Objekttrager

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen (0,5-20 pl)
Pipettenspitzen (2-200 pl)
Pipettenspitzen (50-1000 pl)

Pipetten (0,5-1000pl)
Polypropylenplatten (MikroWell Platten)
96, 24 und 6 Vertiefungen
Polypropylenréhrchen 15 mi
Polypropylenréhrchen 50 mi
Polypropylenréhrchen 1 mi
Polystyrolréhrchen 12x 75 mm

PVDF Membran (0,2 um Durchmesser)

Sterile Einmalpipetten (1-10 ml)

Roth Werk, Rilchingen-Hauweiler
Merck, Darmstadt
Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden
Gibco, Palsey, GB

Thermo Shandon, Pittsburgh, USA

Nunc International, Roskilde Danemark
Munktell Filter, Grycksbo, Schweden
Falcon, Oxnard, USA

Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
Menzel-Glaser, Braunschweig
Brand, Wertheim/Main

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Nunc International, Roskilde, Ddnemark

Becton & Dickinson, Heidelberg

Becton & Dickinson, Heidelberg

Nunc International, Roskilde, Danemark
Falcon, Oxnard, USA

Bio Rad Laboratories, Hercules USA

Becton & Dickinson, Heidelberg
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3.4 Gerate

Brutschrank

FACScan Durchflusszytometer

Fluoreszenzmikroskop, Axiophot 2

Inverses Routinemikroskop CK-2
Kryostat Leica CM 3050
Lichtmikroskop

Magnetrthrer
Neubauer-Zahlkammer
PH-Meter

Photometer, Dynatech MR 5000
Pipettierhilfe

Probenmixer, Certomat MV
Universal-Kleinschuttler KL2
Werkbank, steril

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

3.5 Verwendete Zelllinien

Heraeus, Hanau

Becton & Dickinson, Heidelberg

Zeiss (West), Oberkochen

Olympus Optical, Hamburg

Leica, Solms

Leitz, Wetzlar

Omnilab, Staufen

Brand, Wertheim/Main

Knick Elektronische Messgerate, Berlin
Dynatech Laboratories, Chantilly, USA
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

B. Braun, Melsungen

Edmund Bihler, Bodelshausen

Ceag Schirp, SelIm-Bork

Heraeus, Hanau

Die fur diese Doktorarbeit benutzte humane Basaliomzellinie, CRL-7762 von der
Firma American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA, stammt von
einer Patientin. Die verwendete humane Spinaliomzellinie, A-431, von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ),
Braunschweig wurde einem soliden Tumors einer 85-jahrigen Patientin

entnommen. Diese Tumorzellen enthalten viele EGF-Bindungsstellen.

3.6 Kultivierung der Zellen

3.6.1 Vorbereitung von Medien

Um Zellen in Kultur zu halten, werden je nach Art der Zellen bestimmte
Nahrmedien bendtigt. Diesen kann man im Rahmen unterschiedlicher
Fragestellungen und Versuchsanordnungen Wirkstoffe hinzufligen oder entziehen.
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Als Basismedium fur die Kultur der Spinaliom-, und Basaliomzellen wurde DMEM
mit 1,8 mM Calcium verwendet. Unmittelbar vor Gebrauch des Mediums wurde ein
Antibiotikagemisch (Penicillin 5000 IE/ml und Streptomycin 5000 IE/ml) sowie 10%

fetales Rinderserum (FCS) hinzugefugt.

Alle Zelllinien wurden im Brutschrank (Heraeus) in einer 5% CO, enthaltenden,

wasserdampfgesattigten Atmosphare bei 37°C inkubiert.

3.6.2 Zuchtung der Zellen

Aufbau einer Kultur

Die bei —80°C eingefrorenen Zelllinien mussten zuerst in einem 37 C° warmem
Wasserbad aufgetaut werden. Hierzu wurde das Kryordhrchen samt Inhalt in ein
Rohrchen mit 70% Alkohol gegeben und fir einige Minuten im Wasserbad
belassen. AnschlieBend konnte das Zentrifugat unter der Werkbank in ein 15 ml
Rohrchen Uberfuhrt, mit Gebrauchsmedium aufgefillt, und im Anschluss bei 1700
rom (Umdrehungen pro Minute) fir 10 Minuten zentrifugiert werden. Nach
Dekantieren des Uberstands wurde des Pellet mit 1,0 ml Gebrauchsmedium
aufgenommen und in eine 75 ml Flasche uberfihrt. Nach Zugabe von 15 ml
Gebrauchsmedium wurde die Flasche bei 37 C° und 5% wasserdampfgesattigter

Atmosphéare im Brutschrank belassen.

Weiterfihren einer Kultur

Die Verdoppelungszeit fur die verwendeten Zelllinien liegt bei ungefahr 80-100
Stunden, weswegen der Zellrasen alle 3-5 Tage geteilt werden musste. Hierzu
wurde das alte Kulturmedium vollstdndig aus der Flasche abgesaugt und der
Zellrasen 10 Minuten lang mit Trypsin (1:5 Verdinnung mit PBS) inkubiert.
Danach wurde die Reaktion mit dem jeweils verwendeten Gebrauchsmedium
gestoppt, passende Teilproben (im Verhaltnis 1:2 bis 1:4) der Zellsuspension in

neue Kulturflaschen tberfihrt und frisches Gebrauchsmedium hinzugefugt.

Ernten der Zellen

Die Arbeitsschritte flr das Ernten der Zellen entsprachen denen fur die Teilung
des Zellrasens mit dem Unterschied, dass nach Zugabe des Gebrauchsmediums
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die genaue Zellzahl ermittelt und die fur den jeweiligen Versuch erforderliche

Zellzahl eingestellt wurde.

3.6.3 Zellzadhlung

Die Quantifizierung der Zellzahl in der Zellsuspension erfolgte nach einer
entsprechenden Verdinnung (1:10, bzw. 1:20) einer Teilprobe mit einer 0,5 %
Trypanblaulésung. Trypanblau ist ein Farbstoff, der die intakte Zellmembran nicht
durchdringt, so dass nur geschadigte oder tote Zellen an einer intensiven
Blaufarbung zu erkennen sind. Die Zellzahl wurde dann mit einer Neubauer-
Zahlkammer bei 40-facher Vergrol3erung ermittelt, so dass die Zellsuspension auf

die gewtinschte Zellzahl eingestellt werden konnte.

3.7 Bestimmung der Zellproliferation durch photometrische Messung
der WST-1 Abspaltung.

Der proliferative Status in der sich die Zellen befinden, spiegelt sich in der Aktivitat
der zellularen mitochondrialen Dehydrogenase wider, die das Tetrazoliumsalz
WST-1 zu dem Farbstoff Formazan spaltet. Die Farbstoffbildung ist zur Zahl der
Zellen proportional. Die Absorption dieses Farbstoffes wird dann im Photometer
bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen und als optische Dichte bezeichnet.
Die optische Dichte steht also fiir die gemessene Zellzahl und auf diese Weise

kann so direkt die Zahl der Zellen ermittelt werden.

3.7.1 Vorbereitung der Zellen und Inkubation mit Transthyretin

Nach ausreichendem Wachstum der Zellen konnten diese geerntet und Basaliom-
und Spinaliomzellen auf eine Zellzahl von 1x10° Zellen/0,8 ml verdiinnt werden.
Letztendlich standen so zwei Zellsuspensionen bereit. Von den auf 1x10°
Zellen/0,8 ml eingestellten Basaliom- und Spinaliomzellsuspensionen wurden fir
die Vorverdinnung jeweils 900 pl einer Zelllinie mit einer bestimmten
Transthyretinkonzentration (entweder 200ul, 100ul, 50ul, 25ul oder 12,5 pl)
versetzt und diese Zelluspension anschlieend, entsprechend dem vorher fur die
einzelnen Zellen verwendeten Medium, auf 1 ml aufgestockt. Die mitgefuhrten
Leerwerte wurden entsprechend den unterschiedlichen Zelllinien und Medien

erstellt, so dass je 900 pl der entsprechenden Zellen mit 100 pl des
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entsprechenden Mediums versetzt wurden. Im Anschluss daran wurden 100 pl
jeder einzelnen Suspension in eine 96-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatte gegeben
und als Triplikate angesetzt. Zusatzlich wurde pro Ansatz eine
Hintergrundkontrolle, die spéater ebenfalls mit dem WST-1 Reagenz inkubiert
wurde, sowie eine Kontrolle des benutzte Medium angelegt. Auch diese waren

Triplikate mit je 100 pl.

Die Messungen erfolgten nach einer Inkubation mit Transthyretin von jeweils 24,
48 und 72 Stunden. Insgesamt wurden drei Mikrotiterplatten mit identischen

Zellsuspensionen und Transthyretinkonzentrationen untersucht.

3.7.2 Messung der optischen Dichte

Nach 72 Stunden Kultivierung im Brutschrank (in einer 5% CO, enthaltenden,
wasserdampfgesattigten Atmosphéare bei 37°C) wurde den Suspensionen der
ersten Mikrotiterplatte jeweils 10 pl des WST-1-Reagenz hinzugefiigt, um so uber
die Umwandlung des WST-1 zu dem Farbstoff Formazan die Aktivitdt der
zellularen mitochondrialen Dehydrogenase und damit die Proliferationsaktivitat der

Zellen zu messen.

Hieran anschlielBend wurde Uber einen Zeitraum von insgesamt 4 Stunden alle 30
Minuten die optische Dichte der Zellsuspensionen gemessen und die Platte
dazwischen weiterhin im Brutschrank inkubiert. Die Absorption des Farbstoffs
wurde im Photometer bei 450 nm/Referenzfilter 630 nm gemessen. Der oben
beschriebene Ansatz und die anschliel3enden Messungen, wurden insgesamt drei

Mal wiederholt.

3.8 Durchflusszytometrischer Nachweis der EGF-Rezeptordichte
mittels FACScan

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode dar, mit deren Hilfe physikalische
Parameter von Zellen (oder anderen Partikeln) mit hoher Geschwindigkeit
bestimmt werden konnen. Es konnen verschiedene Parameter, wie etwa
ZellgroRe, Granularitat und Fluoreszenz gleichzeitig gemessen werden. Durch
einen Uberdruck im Flissigkeitssystem wird die Zellsuspension aus den Proben-
rohrchen in den Kreislauf der Tragerflissigkeit des FACscan uberfuhrt. Durch den

aufwartsgerichteten Flussigkeitsstrom wird gewahrleistet, dass die suspendierten
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Zellen einzeln und hintereinander an dem Analysepunkt in der Messkivette vorbei
geleitet werden. Der Analysepunkt ist der Punkt, an dem das Licht des
Laserstrahls den Flussigkeitsstrom mit den darin enthaltenen Zellen im rechten
Winkel kreuzt. Ahnlich dem Prinzip der Dunkelfeldmikroskopie wird bei der
Durchflusszytometrie die Sichtbarmachung der Lichtstreuung ausgenutzt. Zur
Lichtstreuung tragen Zelleigenschaften wie ZellgroRe, Zellmembran, Zellkern und
intrazellulare granulare Bestandteile bei. Das Licht wird entlang des einfallenden
Lichtstrahles gestreut und als Vorwartsstreulicht (FSC) bezeichnet. FSC ist
hauptséachlich ein MalR3 fur die ZellgroRe, kleine Zellen streuen weniger Licht als
grof3e. Das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht hangt
von der Zelldichte und der Granularitat, nur zum geringen Teil von der Zellgrol3e,
ab. Dieses Licht wird als Rechtwinkelstreulicht (SSC) bezeichnet.

Fur die Messung der Fluoreszenz werden Fluorochrome mit einem
Absorptionsmaximum um 488 nm verwendet. Die Intensitat des Lichtsignals fur
jeden zu untersuchenden Parameter wird in ein elektrisches Signal umgewandelt.
Je nach Hohe der Amplitude wird das Signal einem bestimmten Kanal zugeordnet.
Viele Signale verschiedener Zellen kdnnen demselben Kanal zugeordnet werden.
Das Intensitatsprofil eines gemessenen Parameters kann so z.B. in Form eines
Histogramms, als einfachste Darstellungsform eindimenisonal abgebildet werden.
Die horizontale Achse bezeichnet dabei den Bereich in Kanadlen (MaRR fir die
Intensitat), die vertikale Achse die Anzahl von Zellen (mit einer definierten

Intensitat) je Kanal.

Die mittlere, mediane und modale Verteilung der Fluoreszenzintensitat kann
neben anderen statistischen Parametern bei jeder einzelnen Messung ermittelt
werden. Bei den meisten Analysen werden die Medianwerte der Verteilung der
antikorperspezifischen Fluoreszenzintensitat von unbehandelten Kontrollen mit

den Werten behandelter Proben verglichen.

3.8.1 Vorbereitung der Zellen und Inkubation mit Transthyretin

Die Basaliom- und Spinaliomzellen wurden auf eine Konzentration von 1x10°
Zellen/0,8 ml eingestellt. Nun wurden pro Zelllinie je 800ul der vorbereiteten
Zellsuspension in jeweils drei Locher einer 24-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatte

pipettiert. Zusatzlich kamen in zwei der drei Locher je 200ul des verwendeten
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Kulturmediums und das verbleibende wurde mit 200 pl Transthyretin (200pg/ml)
aufgefillt. Da nach jeweils 24, 48 und 72 Stunden gemessen werden sollte, wurde
der Ansatz fur jede Zelllinie als Triplikat angefertigt und bei 37°C im Brutschrank

(5% CO,-Gehalt und wasserdampfgesattigte Atmosphare) inkubiert.

Nach 24 Stunden wurde der erste Ansatz geerntet und, um eventuell durch das
Trypsin angedaute Rezeptoren zu regenerieren, 1-2 Stunden lang auf einen
Schuttler gestellt. Unter mehrmaligem Spulen mit einem Phosphatpuffer (pH 7,4)
wurden die Zellen in je eines von drei Rohrchen Uberfihrt und bei 1700

Umdrehungen pro Minute (rpm) 10 Minuten lang zentrifugiert.

3.8.2 Applikation der Antikdrper

Fur die folgende Inkubation mit dem Maus-anti-Human-EGFR-PE, IgG,, und der
Isotypkontrolle wurden je zwei Rohrchen pro Leerwert, bzw. pro jeweilige
Transthyretinkonzentration verwendet, so dass letztendlich sechzehn Rdhrchen
zur Verfugung standen. Ein R6hrchen wurde zur Isotypenkontrolle mit je 10 pl R-
PE-konjugierter Maus-1gG,,-PE versetzt, das andere mit je 10 pl Maus-anti-
Human-EGFR-PE. Zum Schluss wurden pro Roéhrchen 100 pl Zellsuspension
(Basaliomzellen und Spinaliomzellen) hinzugeftgt. Die Inkubation erfolgte 45
Minuten bei 4°C unter standigem Schutteln im Kihlschrank.

Nach dieser Zeit wurde die Suspension erneut mit 2 ml Phosphatpuffer
gewaschen und bei 1400 Umdrehungen pro Minute (rpm) 10 Minuten lang
zentrifugiert, um die uberstandigen Antikbrper zu entfernen. Nachdem das
Zentrifugat erneut mit 0,5 ml Puffer (CellWash) resuspendiert worden war, konnten

die Anséatze im FACScan gemessen werden.

3.8.3 Messung und Auswertung der durchflusszytometrischen

Ergebnisse

Fur die Untersuchung wurde ein FACS-Geréat von der Firma Becton & Dickinson,
Heidelberg verwendet. Eine Kalibrierung des FACS erfolgte vor jeder Messung mit
einer dem Gerat entsprechenden Kalibrierungsflissigkeit. Damit wurde
gewahrleistet, dass die gemessenen Werte der Fluoreszenz, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen wurden, untereinander vergleichbar

waren.
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Fur jede Analyse wurden 100.000 Zellen gemessen. Die Auswertung der
Messergebnisse erfolgte mit einer entsprechenden Anwender-Software (Cellquest
Software). Hierflr definiert der Anwender in der FSC/SSC-Darstellung der
gemessenen Probe sogenannte Gates. Dies sind vom Benutzer definierte Felder,
die ausnahmslos eine bestimmte Zellpopulation, z.B. Granulozyten umschliel3en.
Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessung werden vom Rechner auf eine
unbekannte Bezugsgrol3e normiert dargestellt. Die Resultate liefern somit keine
absoluten Werte, die einen direkten Vergleich mit anderen Fluoreszenz-

melRmethoden erlauben.

Nachdem ein solches Gate definiert worden ist, wertet der Rechner nur die
innerhalb dieses “Gates” liegende Zellen hinsichtlich ihrer Fluoreszenz aus. Somit
kann die Expression eines bestimmten Oberflachenmolekuls (hier EGF-R) in einer
definierten Zellpopulation bestimmt werden. Die Daten wurden im Anschluss in
Form eines sog. Histogrammes, einer eindimensionalen Darstellung der

Intensitatsverteilung, abgebildet.

Gebundener EGF-R Antikorper wurde anhand von Markern (M1 und M2) definiert
als Fluoreszenzintensitat bzw. EGF-R-PE abzlglich der Isotypen-Fluoreszenz-
intensitat (IgG2-PE; BD Biosciences, San Diego, USA). Diese Marker M1 und M2
zur Bestimmung der EGF-R positiven Zellen wurden folglich anhand der
Isotypkontrollen in den Histogrammen gesetzt. So wurde der unspezifischen
Bindung Rechnung getragen. Die weitere Auswertung erfolgt uber die
Histogrammestatistik. Als Kriterium fur das Mal3 der Fluoreszenzintensitat wurden

die Mittelwerte der Fluoreszenzhistogramme verwendet.

3.9 Nachweis des Rezeptors Megalin mittels Cytospin

Der Cytospin ist eine Zentrifugationsmethode, mit Hilfe derer in einem Ro&hrchen
befindliche Zellen unbeschadigt auf einen Objekttrager gebracht werden kdnnen.
Diese Methode erweist sich als besonders gut geeignet, wenn eine geringe
Zellzahl vorliegt. Da Megalin einen Oberflachenrezeptor darstellt, war der Cytospin
fur den Nachweis des Rezeptors auf der Zelloberflache Methode der Wahl.
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3.9.1 Inkubation der Zellen und Cytospin

Fur die Immunhistologie mittels Zytozentrifugation wurden die Basaliom- und
Spinaliomzellen genau wie fiir den Nachweis des EGFR auf 1x10°0,8 ml Zellen
eingestellt. Fir die Inkubation in den 24-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatten wurden
in jeweils zwei Locher 800 pl Zellen und 200ul des verwendeten Kulturmediums
als Leerwert pipettiert und ein weiteres Loch wurde mit 800 pl Zellsuspension und
200 ul Transthyretin gefillt. Die Platten wurden sogleich zur Inkubation bei 37°C in
den mit 5% CO, gesattigten Brutschrank gestellt.

Nach 72 Stunden wurde das Uberstehende Medium in den Ldchern der
entsprechenden Platte mit einer sterilen Pasteurpipette vollstandig abgesaugt und
0,5 ml 5%iges Trypsin zum Ablésen der Zellen hinzugegeben. Nach dem Ldsen
der Zellen vom Untergrund und Stoppen der Reaktion durch Hinzufligen von
1,0 ml Kulturmedium wurde die Platte ca. 1 Stunde lang auf einem Schittler

belassen, um eventuell angedaute bzw. abgeloste Rezeptoren zu regenerieren.

Unmittelbar darauf wurden die Zellen aus den Réhrchen geldst und in getrennte
15 ml Rohrchen tberfuhrt und anschlielend 10 Minuten bei 1700 Umdrehungen
pro Minute (rpm) zentrifugiert. Von diesem, in 1,0 ml PBS resuspendierten
Zentrifugat wurden jeweils 250 pl in die Auftragsstellen der Zentrifugationseinheit
Uberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 1300 Umdrehungen pro Minute lagen folglich fur
jede Zelllinie, bzw. fur jedes Kulturmedium entsprechend den Ansatzen zwei
Objekttrager vor, wobei pro Objekttrager eine Auftragsstelle fur die

Negativkontrolle genutzt wurde und die zweite flr den Primarantikorper.

Um die Zellen auf ihrer Unterlage zu fixieren, wurden sie luftgetrocknet, 10
Minuten bei —20°C in Aceton gelagert und abschlielBend erneut an der Luft
getrocknet.

3.9.2 Farbung der Objekttrager

Der fur diesen Versuch verwendete Sekundarantikdrper ist mit Cy-3 markiert,
einem rotlich fluoreszierenden Indocarbocyanin. Dieses gehort zu der Familie der
Fluorochrome und besitzt ein Absorptionsmaximum bei 550 nm und ein
Emissionsmaximum von 570 nm. Unmittelbar vor der Farbung wurden die

Objekttrager 2 x 5 Minuten in frischem PBS gewaschen.
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Vor der eigentlichen Inkubation wurden die Objekttrager 20 Minuten mit 10%
Kaninchen-Normalserum in PBS benetzt. Dies erfolgte, wie auch alle folgenden
Inkubationen, in einer feuchten Kammer. Im nachsten Schritt wurde das
Kaninchen-Normalserum verworfen, der Primarantikbrper Ziege-anti-Human-
Megalin (C-19) in der Verdinnung 1:100 in PBS und 2% Normalserum
aufpipettiert und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Auftragsstellen fir die Negativkontrolle wurden hierbei entsprechend mit PBS
bedeckt. Um die nicht gebundenen Antikorper zu entfernen, wurden anschlieRend
die Objekttrager dreimal in PBS gewaschen, wobei der Puffer bei jedem

Waschgang erneuert wurde.

Der 1:500 verdunnte Kanninchen-anti-Ziege-Cy-3-markierte Sekundarantikorper,
wurde mit 2% Kaninchen-Normalserum verdinnt, aufpipettiert und 45 Minuten
lang auf den Auftragsstellen belassen. Es erfolgten drei erneute Waschgange mit
PBS, die diesmal jedoch abgedunkelt stattfinden mussten, um den
lichtempfindlichen Cy-3-markierten Antikdrper zu schitzen. AbschlieRend wurden

die Objekttrager abgetrocknet und die Deckglaser mit Elvanol fixiert.

3.9.3 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis

Der Nachweis von Megalin erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot 2)
der Firma Zeiss. Fur den Cy-3-markierten Sekundarantikbrper wurde
Fluoreszenzlicht der entsprechenden Wellenlange verwendet. Alle Aufnahmen
erfolgten im Phasenkontrastmodus des Mikroskops. Der Phasenkontrast ist fir
dinne ungeféarbte Objekte ideal, die Uber dem Zellkern ca. 5 bis 10 um, an der
Peripherie weniger als 1um "hoch" sind und im sichtbaren Teil des Spektrums
kaum Lichtabsorption zeigen. Das Auge kann sie im Hell- und Dunkelfeld kaum
sehen. Es gibt aber sehr kleine Unterschiede in den Brechungsindizes zwischen
den Zellen und der umgebenden wassrigen Losung und innerhalb der Zellen
zwischen Zytoplasma und Zellkern. Diese winzigen Unterschiede macht der

Phasenkontrast mit optischen Mitteln sichtbar.

3.10 Intrazellularer Nachweis der Zytokeratine 1 und 10

Da die Zytokeratine 1 und 10 intrazellulare Marker darstellen, war bei ihrem
Nachweis der Gefrierschnitt die Methode der Wahl. Die Zellen wurden bei —24°C
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geschnitten. Man erhielt so die Moglichkeit, intrazellulare Bestandteile der Zelle

sichtbar zu machen.

3.10.1 Ansatz und Inkubation der Zellen

Die zwei verschiedenen Zelllinien wurden geerntet und auf eine Zellzahl von
1x10°Zellen/0,9 ml eingestellt. Fiir die eigentliche Inkubation wurden fiir jede
Zelllinie in je zwei Locher einer 24-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatte 100 pl
Medium, entsprechend fur den Leerwert, bzw. 200 pg/ml Transthyretin pipettiert.
Anschlie3end konnten die 100 pl Medium mit jeweils 900 pl der entsprechenden

Basaliomzell- und Spinaliomzellsupension erganzt werden.

Anschliel3end wurden diese zwei Ansatze 72 Stunden lang im Brutschrank bei
37°C und einer 5% CO,- und wasserdampfgesattigten Atmosphare inkubiert, um
sie unmittelbar danach zu ernten. Hierbei wurden auf jedes Loch 1,0 ml 5%iges
Trypsin gegeben, um die Reaktion nach 10 Minuten mit 1,0 ml des ublichen
Gebrauchsmediums zu stoppen.

3.10.2 Vorbereitung der Zellen fur das Anfertigen der

Gefrierschnitte

Die Zellsuspensionen wurden nun in 15 ml-Réhrchen Uberfihrt und bei 2000
Umdrehungen pro Minute (rpm) 10 Minuten zentrifugiert. Diese so entstandenen
Zentrifugate mussten im Anschluss in 1,0 ml PBS resuspendiert und in jeweils ein
Kryorohrchen pipettiert werden, um sie nochmals 10 Minuten bei 3000
Umdrehungen pro Minute (rpm) zu zentrifugieren. Nach Absaugen des
Uberstands und Auffillen der konischen Spitzen der Kryorohrchen mit
Einbettmedium wurden diese bei —80°C eingefroren, um die Zellen fur das
anschlielBende Schneiden vorzubereiten. Die Gefrierschnitte wurden bei —24°C in
einer Dicke von 8 um angefertigt, 10 Minuten in Aceton fixiert und abschliel3end an

der Luft getrocknet.

3.10.3 Farbung der Objekttrager

Die Arbeitsschritte beim Farben der Objekttrager erfolgten genau wie bei den
Objekttragern des Cytospin (Abschnitt 3.9.1), lediglich mit dem Unterschied, dass
hier andere Antikérper, bzw. Normalseren und verdnderte Konzentrationen

benutzt wurden.
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Fir den Nachweis des Zytokeratin 1 erfolgte die Préainkubation in 10%igem
Kaninchennormalserum. Der Primarantikdrper, Ziege-anti-Human-Antikorper,
wurde in einer Konzentration von 1:500 mit einem Zusatz von 2%igem
Kaninchennormalserum verwendet. Als Sekundéarantikérper wurde ein Cy-3-

markierter Kaninchen-anti-Ziegen-Antikdrper eingesetzt.

Fur den Nachweis des Zytokeratin 10 wurde als Normalserum ein 10%iges
Ziegennormalserum benutzt. Als Primarantikdrper kam hier ein Maus-anti-Human-
Antikorper in einer Verdinnung von 1:200 (mit zusatzlich 2% Ziegennormalserum)
zum Einsatz und der Cy-3-markierte Sekundarantikérper war ein Ziege-anti-Maus-

Antikorper in einer Verdinnung von 1:500 (ebenfalls mit 2% Ziegennormalserum).

3.10.4 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis

Der optische Nachweis der Zytokeratine 1 und 10 erfolgte mit einem
Fluoreszenzmikroskop (Axiophot 2) der Firma Zeiss. Fir den Cy-3-markierten
Sekundarantikbrper wurde Fluoreszenzlicht der entsprechenden Wellenl&nge
verwendet. Alle Aufnahmen wurden im Phasenkontrastmodus des
Fluoreszenzmikroskops durchgefuhrt. Diese Methode eignet sich wie schon unter
3.9.3 erwahnt besonders bei dinnen ungefarbten Praparaten die im sichtbaren
Teil des Spektrums kaum Lichtabsorption zeigen und das (menschliche) Auge sie
im Hell- und Dunkelfeld kaum sehen kann. Mit Hilfe des Phasenkontrast kénnen
jedoch die winzigen Unterschiede in den Brechungsindizes zwischen den Zellen
und der umgebenden wassrigen Losung und innerhalb der Zellen zwischen

Zytoplasma und Zellkern sichtbar gemacht werden.

Der Phasenkontrast ist fur dinne ungefarbte Objekte ideal, die GUber dem Zellkern

ca. 5 bis 10 um, an der Peripherie weniger als 1um "hoch" sind.

3.11 Statistik

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden Uber einen Mittelwertvergleich
ermittelt. Dieses Verfahren wird von der statistischen Literatur gefordert, wenn nur
wenige Datensatze zur Verfugung stehen (Backhaus 2006). Fir die statistische
Analyse der Daten wurde der t-Test verwendet. Als Signifikanzniveau wurde 5%

angesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung von Transthyretin auf die Zahl an vitalen Zellen von A-
431-Zellen und CRL-7762-Zellen

Uber die kolorimetrische Bestimmung der optischen Dichte kann Riickschluss auf
die Zahl der vitalen Zellen gezogen werden. Die Bestimmung der optischen Dichte
mittels WST-1 Reagenz basiert auf der Spaltung eines Tetrazoliumsalzes,
welches nach vorheriger 72-stiindiger Inkubation der Zellen mit Transthyretin zum
Kulturmedium hinzugefugt wurde. Die Inkubation erfolgte fur 4 Stunden, da
hiernach die groéf3te Substratumsatzmenge zu erwarten war und gemessen wurde.

Es erfolgte folglich nach 240 Minuten eine Einzelpunktmessung.

Abbildung 4-1 zeigt bei den mit TTR inkubierten Zellen eine signifikante Abnahme
der optischen Dichte. Dies ist sowohl bei den CRL-7762-Zellen, als auch bei den
A-431-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Leerwert) der Fall. Unter
Transthyretineinfluss kann folglich von einer signifikanten Abnahme der Zahl an
vitalen Zellen gesprochen werden. Die Abnahme ist bei allen vier verschiedenen
Transthyretin-Konzentrationen signifikant. Die Inkubation mit 200 pg/ml und 100
pug/ml Transthyretin bewirkt im Vergleich zu der Kontrollgruppe die starkste
Abnahme der Zahl an vitaler Zellen (Abbildung 4-1) Anders als bei den CRL-7762-
Zellen ist bei den A-431-Zellen nach Inkubation mit niedrigen Transthyretin-
Konzentration keine signifikante Abnahme der Zahl an vitalen Zellen zu
beobachten: Dies gillt sowohl bei einer Konzentration von 12,5 pg/ml als auch von

25 pg/ml.

Das WST-1 Assay gibt lediglich Aufschluss Uber die Ab-und Zunahme der
Zellzahl, Riuckschlisse bezuglich moglicher Ursachen kénnen jedoch nicht
gezogen werden. Fiur die Abnahme der Zahl vitaler Zellen kommen urséchlich
mehrere denkbare Mechanismen in Betracht. Zum einen kann es sich um eine
Hemmung der Zellproliferation durch Transthyretin handeln, ebenso kommt eine
gesteigerte Apoptoserate der Zellen unter Inkubation mit Transthyretin in Betracht.
Denkbar ist auch eine veranderte Adharenz der Zellen, da in diesem Test lediglich
die verbleibenden adharenten Zellen untersucht wurden und die nicht adharente

Zellen in den voraus gegangenen Waschschritte entfernt wurden.
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Abbildung 4-1: Optische Dichte als MaR der vitalen Zellzahl der A-431-Zellen und der CRL-

7762-Zellen nach Inkubation mit Transthyretin in verschiedenen Konzentrationen.
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4.2 Wirkung von Transthyretin auf die Differenzierung von A-431-
Zellen und CRL-7762-Zellen

Keratine, insbesondere Keratin 1 und Keratin 10 gelten als spezifische Marker der
terminalen Differenzierung von Keratinozyten. Aus diesem Grund sollte die
Wirkung von Transthyretin auf den Differenzierungsgrad der Zellen anhand der

Keratinexpression dargestellt werden.

Aus Abbildung 4-2 wird deutlich, dass sowohl die CRL-7762-Zellen (c) als auch
die A-431-Zellen (e) nur wenig Fluoreszenz an ihrer Oberflache erkennen lassen.
Da die Fluoreszenz die Keratinexpression der Zellen widerspiegelt, deutet dieser
Befund auf eine geringe Keratin 1-Expression beider Zelllinien hin.

Anders verhalt sich die Situation nach 72-stiindiger Inkubation der CRL-7762-
Zellen (d) und der A-431-Zellen (f) mit 200 pg/ml Transthyretin. Bei beiden
Zelllinien ist das Keratin 1 deutlich nachweisbar. Im Vergleich zu den nicht
inkubierten Zellen, zeigt sich nach Inkubation mit Transthyretin eine sehr viel

starkere Fluoreszenz. Dies spricht fur eine Induktion der Keratin 1-Expression.



Abbildung 4-2: Expression von Keratin 1 in A-431 und CRL-7762-Zellen: Negativkontrolle (a)
und Positivkontrolle (b) in der Epidermis, Expression von Keratin 1 in CRL-7762-Zellen ohne
(c) und mit vorheriger Transthyretin-Inkubation (d), Expression des Keratin 1 in A-431-Zellen
ohne (e) und mit vorheriger Inkubation der Zellen mit Transthyretin (f). Die Aufnahmen

erfolgten im Phasenkontrastmodus des Fluoreszenzmikroskops.

Die Abbildung 4-3 stellt die Keratin 10-Expression mittels Immunfluoreszenz dar.
Abbildung 4-3 (a) bildet die Negativkontrolle, Abbildung 4-3 (b) weist die Keratin
10-Expression in der humanen Epidermis nach. Werden beide Zelllinien im
Hinblick auf die Keratin 10-Expression betrachtet, so fallt ahnlich wie bei der

Keratin 1-Expression ein schwaches Fluoreszenzsignal auf (Abbildung 4-3 (c) und

(€)).
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Anders verhélt es sich nach 72-stiindiger Inkubation der A-431-Zellen und der
CRL-7762-Zellen mit 200 pg/ml Transthyretin. Im Vergleich zu den nicht
inkubierten Zellen ist, wie in der Abbildung 4-3 (d) und (f) ersichtlich, ein starkeres
Immunfluoreszenzsignal nachweisbar. Dies deutet auf eine starkere

Differenzierung beider Zelllinien durch die Inkubation mit Transthyretin hin.

Abbildung 4-3: Expression von Keratin 10 in A-431- und CRL-7762-Zellen ohne Inkubation
und nach vorausgegangener Inkubation mit Transthyretin: (a) Negativkontrolle und
Positivkontrolle (b) in der Epidermis, Expression von Keratin 10 in CRL-7762-Zellen ohne (c)
und mit vorheriger Transthyretin-Inkubation (d), Expression des Keratin 10 in A-431-Zellen
ohne (e) und mit vorheriger Inkubation der A-431-Zellen mit Transthyretin (f). Alle

Aufnahmen erfolgten im Phasenkontrastmodus des Mikroskops.
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4.3 Wirkung von Transthyretin auf die EGF-Rezeptorexpression von
A-431- Zellen und CRL-7762- Zellen

Da sowohl Basalzellkarzinome als auch Plattenepithelkarzinome EGF-Rezeptoren
exprimieren, sollte die Wirkung von Transthyretin auf die EGF-Rezeptorexpression

mittels Durchflusszytometrie untersucht werden.

Die Daten wurden in Form eines sog. Histogrammes, einer eindimensionalen
Darstellung der Intensitatsverteilung, abgebildet. Hierbei stellt die x-Achse die
Intensitat der gemessenen Signale dar. Die Zahl der EGF-Rezeptoren auf der
Zelloberflache korreliert folglich mit der Fluoreszenzintensitat. Eine Anderung der
Rezeptoranzahl bewirkt demnach einen Shift auf der X-Achse. Auf der y-Achse
des Histogramms ist die Zahl der Zellen aufgetragen, die mit einer bestimmten
Intensitat analysiert wurden. Die Marker M1 und M2 zur Bestimmung der EGFR
positiven Zellen wurden anhand der Isotypkontrollen in den Histogrammen
gesetzt. So wurde der unspezifischen Bindung Rechnung getragen und diese von
der Analyse ausgeschlossen. Der Anteil der EGFR expremierenden Zellen
entspricht in diesem Fall dem Anteil der im Histogramm durch den Marker M2
umfassten Zellen. Die weitere Auswertung erfolgt Gber die Histogrammstatistik.
Als Kriterium fir das Maf} der Fluoreszenzintensitat wurden die Mittelwerte der

Fluoreszenzhistogramme verwendet.

In diesem Versuch zeigt sich nach Inkubation der CRL-7762-Zellen mit
Transthyretin eine geringe Intensitatszunahme der gemessenen
Fluoreszenzsignale, welche im Histogramm durch einen Shift auf der x-Achse
dargestellt wird. Im Vergleich zeigt sich eine Zunahme des Mittelwertes von
930,25 (Kontrolle) auf 1351,67 nach Inkubation der Zellen mit Transthyretin.

Die A-431-Zellen weisen ebenfalls nach Inkubation mit Transthyretin eine geringe
Zunahme der Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zum Leerwert auf. Diese
Zunahme des Mittelwertes von 1454,56 (Kontrolle) auf 1897,07 nach
Transthyretininkubation spiegelt sich auch hier durch einen Shift auf der x-Achse
im Histogramm. Diese Zunahme der Fluoreszenzintensitat entspricht einer
Zunahme des EGF-Rezeptors auf der Zelloberflache sowohl der CRL-7762-Zellen
als auch der A-431-Zellen. Eine Aussage bezuglich der Signifikanz der Ergebnisse

kann hier aufgrund der zu geringen Datenzahl nicht getatigt werden.
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Daruberhinaus stellt sich eine Abnahme der Counts dar. Diese spiegeln die Zahl
der Zellen mit einer definierten Intensitat wider. Die Abnahme liegt in der

Verwendung der oben beschriebenen Gates begrindet.
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Abbildung 4-4: EGF-Rezeptorexpression der CRL-7762- und A-431-Zellen ohne

Transthyretin-Inkubation (Kontrolle), sowie nach Inkubation der Zelllinien mit Transthyretin.

4.4 Transthyretinvermittelte Expression des Rezeptors Megalin

Die tubulare Ruckresorption von Transthyretin in der Niere erfolgt mittels eines
Rezeptors aus der LDL-Familie: Megalin. Daher stellte sich im Kontext dieser
Arbeit die Frage, ob Megalin ebenfalls von Keratinozyten, bzw. Basaliom- und
Spinaliomzellen exprimiert wird und somit die Transthyretinaufnahme dieser Zellen

vermittelt.

Der Versuch hierzu sollte zeigen, ob der Rezeptor Megalin von den CRL-7762-
Zellen und den A-431-Zellen exprimiert wird oder nicht. Zum einen sollte also die
Existenz des Rezeptors auf der Zelloberflache der Basaliomzellen und
Spinaliomzellen nachgewiesen werden. Zum anderen sollte untersucht werden, in
wie weit die Inkubation der Zellen mit Transthyrethin die Expression des

Megalinrezeptors auf der Oberflache beeinflusst.
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Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, konnte im proximalen Nierentubulus das
Vorhandensein des Megalinrezeptors von Sousa et al nachgewiesen werden
(Sousa et al. 2000). Folglich dienten in diesem Versuch histologische Schnitte von
Nierentubuli als Nachweis des Megalinrezeptors (Abbildung 4-5 (a) und (b)). Fur
die Negativkontrolle wurde ausschlie3lich der Sekundarantikdrper (Kaninchen-
anti-Ziege-Cy3-markiert) verwendet (a). Hier lasst sich keine Fluoreszenz
darstellen, wohingegen die Positivkontrolle eine deutliche Fluoreszenz im Bereich
der Endothelzellen der Niere nachweist (b). Diese Fluoreszenz belegt die Existenz
des Rezeptors Megalin. In der Negativkontrolle der CRL-7762-Zellen (c) und der
A-431-Zellen (d), in der nur der Sekundéarantikérper (Kaninchen-anti-Ziege-Cy3-

markiert) verwandt wird, lasst sich keine Fluoreszenz nachweisen.

Die Abbildung 4-5 stellt die Megalinrezeptorexpression der CRL-7762 Zellen, ohne
(e) und mit (f) vorheriger Transthyretin-Inkubation dar. Deutlich wird hierbei zum
einen, dass der Rezeptor Megalin von den Zellen dieser Zelllinie exprimiert wird
und zum anderen, dass die Expression des Rezeptors unter Transthyretineinfluss

gesteigert ist.

Ahnlich verhalt sich die Situation mit der Spinaliomzelllinie. Die Megalinexpression
der A-431-Zellen ist in Abbildung 4-5 (g) klar ersichtlich, wenngleich die
Fluoreszenz eine geringere Expression, verglichen mit den CRL-7762 Zellen,
vermuten la3t. Die Megalinexpression nach Inkubation mit 200 pg/ml Transthyretin
ist bei dieser Zelllinie ebenfalls vermehrt (h) (Abbildung 4-5).

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zeigt also, dass beide Zelllinien
Megalin auf der Oberflache exprimieren. Zuséatzlich kann nachgewiesen werden,
dass die vorherige Inkubation der Zellen mit 200 pg/ml Transthyretin eine

Steigerung der Expression dieses Rezeptors bewirkt.
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Abbildung 4-5: Nachweis des Rezeptors Megalin auf A-431- und CRL-7762-Zellen:
Negativkontrolle (a), Postivikontrolle mit Megalinnachweis in Schnitten von Nierentubuli (b),
Negativkontrolle der CRL-7762-Zellen (c) und der A-431-Zellen (d), Megalinexpression der
CRL-7762-Zellen  ohne Inkubation (e) und nach Transthyretininkubation (f),
Megalinexpression der A-431-Zellen ohne Inkubation (g) und nach Transthyretininkubation

(h). Die Aufnahmen erfolgten im Phasenkontrastmodus.
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5 Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit sollen im folgenden Abschnitt im
Kontext der bisherigen Forschung diskutiert werden. Es stellen sich vor diesem

Hintergrund folgende Fragen:

1. Welche Ursachen kommen fir die Abnahme der Zellzahl unter dem
Einfluss von Transthyretin in Betracht und welche Rolle spielt

Retinol in diesem Zusammenhang?

2. Wie kann die EGF-Rezeptor-Expression der Zellen unter
Transthyretininkubation interpretiert werden und worauf deutet die
Zunahme der Keratin 1- und 10-Expression nach Inkubation der

Tumorzellen mit Transthyretin hin?

3. Uber welche mdglichen Mechanismen konnte die Wirkung von

Transthyretin erklart werden?

4. Was bedeutet der Nachweis von Megalin auf den Tumorzellen und
wie kann die gesteigerte Megalinexpression nach Inkubation mit

Transthyretin interpretieren werden?

5.1 Wirkung von Transthyretin auf die Zellzahl

Im Bezug auf die menschliche Haut wurde Transthyretin bisher vor allem im
Kontext des Vitamin A-Transports in die Haut untersucht. Als Transportprotein
stellt es der Haut im Komplex mit dem Retinol-bindenden Protein (RBP) Retinol
zur Verfugung. Durch Retinol unterliegen Keratinozyten auf vielfache Weise
morphologischen und biochemischen Veranderungen. Retinol ist ein kritischer
Faktor im Differenzierungsprozess von Keratinozyten. Retinoide sind fir das
regelrechte  Wachstum und die Reifung von verschiedenen Epithelien
einschlielBlich der Epidermis essentiell und konnen die Expression von
Wachstumsfaktoren, Protoonkogenen und Ceramiden beeinflussen. Sind die
Retinolkonzentrationen in basalen epidermalen Strukturen reduziert, reifen
vermindert transiente Keratinozyten heran. Die Zugabe von Retinol zu kultivierten
Keratinozyten steigert zum einen die Expression des EGF-Rezeptors (Jetten
1981) und reguliert zum anderen die Expression verschiedener Keratine (Fuchs

und Green 1981). AuBerdem hemmt Retinol die Proliferation der Keratinozyten
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(Chen et al. 2000) und hemmt ihre kalziumabhangige terminale Diferenzierung
(Yuspa et al. 1983). Fur die regelrechte Differenzierung der Keratinozyten ist
folglich eine Abnahme der Retinolkonzentration erforderlich (Fuchs und Green
1981). Der proliferative Effekt hingegen ist abhangig vom aktuellen proliferativen
Zustand der Zelle (Varani et al. 1998): Schnell proliferierende Zellen werden in
ihrem Wachstum gehemmt, auf Zellen, die sich im Wachstumsstillstand befinden,

wirken Retinoide hingegen wachstumsférdernd.

Eine wichtige Rolle beim Transport der Retinoide in die Epidermis scheint
Transthyretin  einzunehmen: Kieslich et al konnten das Plasmaprotein
Transthyretin in der Epidermis nachweisen sowie zeigen, dass das Protein in der
Epidermis selbst nicht synthetisiert wird. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Tansthyretin als Transportprotein fir die intakte Funktion der Epidermis wichtig zu
sein scheint (Kieslich 2005). Zusatzlich konnte in der zitierten Studie gezeigt
werden, dass die epidermale Transthyretinkonzentration im Rahmen des
Alterungsprozesses abnimmt. Eine mogliche Schlussfolgerung hieraus ist, dass
der alternden Haut als Folge der verminderten Transthyretinkonzentration eine
geringere Menge an Retinoiden zur Verfigung steht. Die geringere Retinoidmenge
konnte also in direktem Zusammenhang mit dem verminderten Transthyretingehalt
stehen. Dieser Umstand konnte somit eine Ursache der morphologischen

Veréanderungen der alternden Haut sein.

Messungen der Plasmatransthyretin-Konzentration in verschiedenen Lebens-
abschnitten zeigen niedrige Plasmakonzentrationen bei der Geburt mit
ansteigenden Werten im Laufe des Lebens. Mit zunehmendem Alter sinken jedoch
die Plasmakonzentrationen dieses Proteins wieder auf niedrige Werte ab
(Ingenbleek und Young 2002). Die verminderte Transthyretinkonzentration in der
Haut des alten Menschen konnte somit die Folge der im Laufe des Lebens
abnehmenden Plasmakonzentrationen des Proteins sein. Darliberhinaus findet
sich eine enge Korrelation zwischen dem Auspréagungsgrad von Malabsorptions-
syndromen, dem Immunstatus, akuten und chronischen Entziindungen und der
Transthyretinkonzentration im Plasma. All diese Zustande verursachen eine
Transthyretinabnahme im Plasma. Da die Haufigkeit dieser Zustadnde mit héherem
Alter zunimmt, kénnte dies eine weitere Ursache flir den Konzentrationsriickgang

des Proteins in alternder Haut darstellen (Ingenbleek und Young 2002).
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Die rezeptorvermittelte Aufnahme von Vitamin A via Retinol-bindendes-Protein in
Keratinozyten wird von Transthyretin gehemmt (Huang und Vieira 2006). Dies
geschieht mdglicherweise durch die Blockade einer Bindungsstelle des Retinol-
transportierenden RBP-Molekils oder durch Konformationsanderung des
Molekls. In diese Richtung weisen auch Untersuchungen an Makrophagen, bei
denen ebenfalls die RBP-vermittelte Retinolaufnahme durch Zusatz von
Transthyretin vermindert werden konnte (Hagen et al. 1999). Uber diesen
Mechanismus ist eine mogliche Einflussnahme von Transthyretin auf die
gegenuber Retinoiden hochsensible Epidermis denkbar. Diese Deutung
unterstitzt folglich die Annahme, dass Transthyretin eine regulatorische Funktion

in der Epidermis besitzt.

Pfahl konnte nachweisen, dass UV-Strahlung zu einem Mangel an Vitamin A und
zu einer abnehmenden Anzahl an Retinoidrezeptoren in Keratinozyten fuhrt. Diese
Rezeptoren hemmen die Wirkung des AP-1, eines Proteinkomplexes, der aus
Mitgliedern der c-Jun- und c-Fos-Familie zusammengesetzt ist (Pfahl 1993). C-Jun
und c-Fos sind in der Lage, sowohl die Zellproliferation als auch die
Zelldifferenzierung in der Haut von Mausen zu induzieren (Angel et al. 2001) und
scheinen somit eine wichtige Rolle in der Karzinogenese zu spielen. Uber diese
Veranderungen der Signaltransduktion ist die Entstehung neuer Tumore,
insbesondere in Keratinozyten denkbar (Andersson et al. 2003). Uber den
genannten  Mechanismus koénnte somit die im Alter abnehmende
Transthyretinkonzentration eine zunehmende Bildung von Hauttumoren im
hoheren Lebensalter fordern. Denn eine geringere Transthyretin-Konzentration
geht mit einer verminderten Retinolkonzentration in der Haut einher, was die

Entstehung von Hauttumoren begtinstigen kénnte.

In dem Versuch 4.1 konnte unter Transthyretineinfluss eine signifikante Abnahme
der Zahl an vitalen Zellen in beiden Zelllinien nachgewiesen werden. Diese
Abnahme ist bei allen vier in dieser Arbeit verwendeten Transthyretin-
Konzentrationen signifikant. Innerhalb der dargestellten Versuche wurde fetales
Kalbserum (FCS) als Kulturmedium fur die Zellen verwendet, welches sowohl RBP
als auch Vitamin A enthalt. Denkbar ist somit, dass einige der beschriebenen
Effekte auch durch die Anwesenheit von Vitamin A zu erklaren sind. In diesem

Zusammenhang konnte Le (2000) zeigen, dass Retinoide das Wachstum
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verschiedener Tumore des Menschen hemmen, darunter auch das Wachstum von
Mammakarzinomzellen, Ovarialkarzinomzellen und Plattenepithelkarzinomen (Le
et al. 2000). Folglich besteht die Mdglichkeit, dass die im Kapitel 3.7 beschriebene
Abnahme der Zahl an vitalen Zellen auf eine vermehrte Aufnahme des im FCS
enthaltenen Retinols zurickzufuhren ist. Da jedoch die Zellzahl nach Inkubation
mit  Transthyretin im Vergleich zu dem Leerwert unter gleichen
Inkubationsbedingungen (gleiche Menge an FCS und damit Retinol) signifikant
abnahm, kann davon ausgegangen werden, dass Retinol unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen nicht fur die Abnahme der Zellzahl
verantwortlich sein kann. Die Abnahme der Zellzahl muss somit andere Ursachen

haben.

Die oben beschriebenen Ergebnisse des Versuches 4.1 lassen lediglich eine
Aussage beziglich der Ab- bzw. Zunahme an vitalen Zellen zu. Rickschlisse
Uber mogliche Ursachen konnen nicht gezogen werden. Fur die hier
nachgewiesene Abnahme der Zellzahl kommen ursachlich mehrere denkbare
Mechanismen in Betracht. Zum einen kann es sich um eine Hemmung der
Zellproliferation durch Transthyretin handeln, zum anderen kommt eine
gesteigerte Apoptoserate der Zellen unter Inkubation mit Transthyretin in Betracht.
Als weitere Ursache ist eine Verringerung der Zellteilungsrate oder eine
veranderte Adharenz der Zellen denkbar. Um den genauen Wirkmechanismus zu

eruieren bedarf es jedoch weiterfihrender Untersuchungen.

5.2 Transthyretin und EGF-Rezeptoren

Die Aktivierung des EGF-Rezeptors (EGFR) nimmt eine zentrale Rolle in der

epidermalen Entwicklung und der Regulierung des Zellwachstums ein.

Dabei hat die EGF-Rezeptor-Signaltransduktion zwei entscheidende Funktionen
wahrend der Entwicklung der Epidermis inne: Zum einen aktiviert sie eine
antiapoptotische Signalkaskade und verhindert somit die Apoptose der Zelle. Zum
anderen inhibiert sie die Differenzierung der Keratinozyten. Diese bleiben so an
der Basalmembran im basalen Kompartiment verankert (Sibilia et al. 2000). Die
hochste Dichte an EGF-Rezeptoren findet sich in der basalen Schicht der
Epidermis sowie in der aulReren Wurzelscheide des Haarfollikels. Mit

zunehmender Migration der Zellen in die suprabasalen Epidermisschichten und
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damit einhergehender terminaler Differenzierung nimmt die Zahl der EGF-
Rezeptoren ab (Sibilia et al. 2000), (King et al. 1990). Veranderungen und
Anomalien der EGFR Funktionen sind assoziiert mit den Charakteristika der
Tumorentwicklung: autonome Zellproliferation, Invasion, Angiogenese und
metastatisches Potential (Herbst und Shin 2002, Mendelsohn 2001, Wells 1999)

Hohe EGF-Rezeptor-Expressionsspiegel sind ein haufiges Charakteristikum von
Malignomen. EGF-Rezeptoren werden in vielen Zelltypen exprimiert, inklusive in
epithelialen und mesenchymalen Zellen (Wells 1999) mit einer Anzahl zwischen
40.000 und 100.000 Rezeptoren pro Zelle (Carpenter und Cohen 1979). Die Zahl
an EGF-Rezeptoren in malignen Zellen kann jedoch deutlich héher liegen. (Ennis
et al. 1991). Die Expression von EGF-Rezeptoren konnte ebenfalls in
Basalzellkarzinomen und in Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen werden
(Hagedorn und Bauknecht 1990),(Hagedorn et al. 1990), (Mendelsohn und
Baselga 2006). In Plattenepithelkarzinomen konnte eine hohe EGFR-Expression
in mindestens 80% der Tumoren gefunden werden und korreliert dann mit einer
verminderten Uberlebensrate der Patienten (Ford und Grandis 2003). Gesteigerte
oder veranderte EGFR-Expression kann auf eine Vielzahl von Mechanismen
zuruckzufihren sein: gesteigerte, bzw. abweichende Ligandenproduktion,
gesteigerte EGFR Gentranskription, Genamplifikation, Deletion und Mutation
(Ennis et al. 1991).

Eine der bestcharakterisierte Gruppe von Proteinen, welche die Apoptose
regulieren, ist die Bcl-2 Familie, welche zwei bestimmte Gruppen einschliel3t: Zum
einen pro-apoptotische und anti-apoptotische Mitglieder. EGF-Rezeptoren kénnen
die Balance zwischen diesen beiden Gruppen verandern, in dem sie die anti-
apoptotischen Molekile der Bcl-2 Familie, wie Bcl-2 oder Bcl-x hochregulieren
(Henson et al. 2003). Diese Aussage wird durch die Beobachtung gestitzt, dass
bei Abwesenheit des EGF-Rezeptors in Keratinozyten eine gesteigerte Apoptose

nachgewiesen werden konnte (Sibilia et al. 2000).

Da sowohl Basalzellkarzinome als auch Plattenepithelkarzinome EGF-Rezeptoren
exprimieren, sollte im Versuch 4.4 untersucht werden, ob auch Transthyretin als
Ligand fungiert und somit auf die EGF-Rezeptorexpression einen Einfluss austibt.
Diese Frage stellt sich vor dem Hintergrund der zuvor beobachteten signifikanten

Abnahme der Zellzahl in beiden Zelllinien nach Transthyretininkubation. Nach
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Inkubation der Zellen mit Transthyretin lie3 sich zwar in der Tendenz eine
Zunahme, jedoch keine signifikante Anderung der EGF-Rezeptorexpression
darstellen. Der Wirkmechanismus, tUber den die Abnahme der Zellzahl durch
Transthyretin zu erklaren ist, konnte somit in diesem Experiment nicht geklart

werden.

Hauttumoren nutzen komplexe Mechanismen, um dem Zelltod und somit ihre
Destruktion durch das Immunsystem zu umgehen. Es existieren hierfur zwei
unterschiedliche Wege, welche mdglicherweise ein Erklarungsansatz fur die
Einflussnahme von Transthyretin bieten: Zum einen verteidigen sich
Hauttumorzellen aktiv gegen das Immunsystem uber die Expression bestimmter
Liganden, zu denen unter anderem auch FasL und TRAIL gehéren. Zum anderen
haben sich Hauttumorzellen Mechanismen angeeignet, um der extrinsischen und
intrinsischen Apoptose zu entkommen. Der extrinsiche Weg wird durch bestimmte
Liganden und deren Rezeptoren vermittelt, welche zur Familie der Tumor-
Nekrose-Faktoren (TNF) und TNF-Rezeptoren gehoren. Zwei Liganden, FasL und
TRAIL sowie ihre Rezeptoren sind hierbei von besonderer Bedeutung (Bhardwaj
und Aggarwal 2003). Uber einen komplexen Prozess kann so die Apoptose
angestol3en werden. Die intrinsische Apoptose hingegen ist Mitochondrien-
abhangig. Sie erfolgt in Ah&ngigkeit von Zellstress jeglicher Art, so z.B. von
oxidativen Stress, DNA-Schadigung oder anderen Schaden an der Zelle. All diese
Faktoren fuhren zu Veranderungen an der Mitochondrienmembran und Uber
weitere Schritte letzten Endes zur Apoptose (Erb et al. 2008). Eine wichtige Rolle
spielen hierbei die Mitglieder der Bcl-2-Familie. Diese funktionieren teilweise
gegensatzlich: So wird durch bax und bak die Apoptose induziert, wohingegen bcl-
2 und bcl-x diese inhibieren (Kirkin et al. 2004). Tumorzellen nutzen komplexe
Mechanismen, um diese beiden Wege zu umgehen: So haben sie z.B. defekte
Apoptose-Mechanismen oder blockieren diese aktiv, so dass sich die Tumorzellen
unkontrolliert vermehren kénnen. Basalzellkarzinome steigern auf diesem Wege
ihre Widerstandsfahigkeit indem sie bestimmte Apoptose-inhibierende Molekiile

(bcl-2 und c-Flip) verstarkt exprimieren (Erb et al. 2008).

Wie eingangs erwahnt, verteidigen sich Hauttumorzellen daneben auch aktiv
gegen das Immunsystem Uber die Expression bestimter Liganden, zu denen FasL

und TRAIL gehdren. Sowohl Basalzellkarzinome als auch Plattenepithelkarzinome
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exprimieren FasL (Buechner et al. 1997), (Bachmann et al. 2001). Das hohe
Expressionsmuster von FasL kdnnte darauf hindeuten, dass diese Tumorzellen
das Immunsystem umgehen, in dem sie aktivierte Immunzellen via FasL
ausschalten. (Erb et al. 2008). Auch wenn dieser Mechanismus noch nicht
vollstdndig aufgeklart ist, so gibt es doch einige Beobachtungen, die diese
Hypothese untermauern. (Buechner et al. 1997), (Bachmann et al. 2001, Erb et al.
2008). Vor diesem Hintergrund ist ein Zusammenhang mit einer weiteren
Transthyretinfunktion denkbar: In mehreren Studien konnte namlich nachgewiesen
werden, dass Transthyretin immunmodulierende Eigenschaften besitzt (Borish et
al. 1992),(Burton et al. 1987), (Le et al. 1981): Transthyretin konnte als
spezifischer Inhibitor von Interleukin 1 (IL-1) identifiziert werden. Das Protein
scheint in der Lage, die Bildung von IL-1, welches ein potenter Mediator in der
korpereigenen Immunantwort darstellt, bis zu einem gewissen Mal3e zu hemmen.
In eine &hnliche Richtung weist die Beobachtung, dass der
Plasmatransthyretinspiegel in Stresssituationen, z.B. ausgeldst durch Traumata
oder Mangelerndhrung zusammen mit den Spiegeln anderer Akute-Phase-
Proteine deutlich abféllt (Douville et al. 1982). Diese Eigenschaften von
Transthyretin lassen die Annahme zu, dass Transthyretin neben seinen bisher
bekannten Aufgaben auch eine immunologische Funktion besitzt. Dies ist vor dem
Hintergrund der oben beschriebenen Einflussnahme von Basalzellkarzinomen und

Palttenepithelkarzinomen auf das Immunsystems mdglicherweise von Bedeutung.

Uber welchen genauen Prozess Transthyretin auf die in dieser Arbeit
beobachteten Veréanderungen Einfluss nimmt, konnte hier nicht geklart werden.
Ob Transthyretin mdglicherweise Uber einen der oben genannten Mechanismen

das Tumorzellwachstum beeinflusst, bedarf somit einer weiteren Klarung.

5.3 Wirkung von Transthyretin auf die Zelldifferenzierung

Perkins konnte einen Rickgang der Keratin 1- und 10-Expression in verschie-
denen epidermalen Malignomen so auch in Plattenepithelkarzinomen und
Basalzellkarzinomen nachweisen. Dieser Befund spricht fiir eine Abnahme der
Zelldifferenzierung in diesen Tumoren (Perkins et al. 1992). Die Keratinexpression
der Keratine 1 und 10 konnte in der vorliegenden Arbeit sowohl fur die A-431-

Zellen als auch fiur die CRL-7762-Zellen bestétigt werden. Nach Inkubation der
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Zellen mit 200 pg/ml Transthyretin zeigte sich eine deutliche Zunahme der Keratin
1- und Keratin 10-Expression. Da beide Keratine Marker fir den Grad der
Differenzierung darstellen, ist die unter Transthyretineinwirkung beobachtete
Zunahme der Keratin 1- und 10-Expression moglicherweise Ausdruck einer
Transthyretin-bedingten Induktion der terminalen Differenzierung.

5.4 Transthyretin und Megalin

Megalin ist bisher als ein Rezeptor bekannt, der auf verschiedenen Epithelien
exprimiert wird, wie z.B. im proximalen Tubulus der Niere (Christensen et al. 1995)
und im Dottersack (Zheng et al. 1994). Er ist ein endozytotischer Rezeptor, der
multiple Liganden bindet und zur Familie der Low-density-Lipoprotein-Rezeptoren
gehort (Hussain et al. 1999). Fir die tubuldre Rickresorption von verschiedenen
Makromolekiilen, unter anderem des Retinol-bindenden-Proteins (RBP), spielt er
eine wichtige Rolle (Christensen et al. 1999). Sousa et al konnten 2000 erstmals
Transthyretin als bisher nicht bekannten Megalinliganden identifizieren und
nachweisen, dass dieser Rezeptor fur die renale Rickresorption von Transthyretin
von grol3er Bedeutung ist. Unterstitzt wurde diese Beobachtung indirekt durch die
Tatsache, dass Patienten mit tubularen Stérungen in der Niere Transthyretin Gber
den Urin ausscheiden. Ausserdem konnte bei Mausen, die Megalin im renalen
Tubulus nicht exprimieren konnten, kein Nachweis von zellular gebundenem,
lysosomalem Transthyretin erbracht werden (Sousa et al. 2000). Dieser Befund
lasst den Schluss zu, dass Megalin fur die renale Transthyretin-Aufnahme

unerlasslich ist.

In dem Versuch in Kapitel 3.9 konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die A-
431 Zellen als auch die CRL-7762-Zellen den Rezeptor Megalin exprimieren. In
Abwesenheit von Transthyretin lie3 sich dieser nicht darstellen. Nach Inkubation
der Tumorzellen mit 200 pg/ml Transthyretin wurde er jedoch von den Zellen
exprimiert. Dies weist darauf hin, dass die Expression des Rezeptors

maglicherweise von der Anwesenheit von Transthyretin abhéngig ist.
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6 Zusammenfassung

Hauttumore — insbesondere Basalzellkarzinome und Plattenepithelkarzinome —
sind die haufigsten Tumore des alteren Menschen. Aufgrund des veréanderten
Lebensstil- und Freizeitverhaltens und der weltweit immer hoheren Lebens-
erwartung wird die Inzidenz dieser Malignome in den nachsten Jahrzehnten weiter
ansteigen. Folglich nimmt die Erforschung der Pathogenese sowie neuer, weniger

invasiver Therapieoptionen an Bedeutung zu.

Studien Uber altersabhangige Proteinverdnderungen in der menschlichen
Epidermis konnten kirzlich nachweisen, dass die Konzentration von Transthyretin
— ein Transportprotein fur Retinol und Schilddriisenhormone — in alter Epidermis
im Vergleich zu junger Haut vermindert ist. Es wird in der Epidermis nicht
synthetisiert, scheint jedoch als Transportprotein fur ihre intakte Funktion unerlass-

lich zu sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von Transthyretin auf die
Proliferation und Differenzierung von Basalzellkarzinomen und Platten-
epithelkarzinomen unter in vitro Bedingungen zu untersuchen. Hierzu wurde die
Basalzellkarzinomzelllinie CRL-7762 und die Plattenepithelkarzinomzelllinie A-431
verwendet. Beide Zelllinien wurden mit unterschiedlichen
Transthyretinkonzentrationen inkubiert, um im Anschluss die Zahl an vitalen Zellen
mittels Tetrazolium (WST-1)-Assays zu ermitteln. Hierbei zeigte sich in beiden
Tumorzelllinien eine signifikante Abnahme der Zahl vitaler Zellen durch hohe
Transthyretinkonzentrationen. Als ursachlicher Mechanismus ware eine Hemmung
der Zellproliferation, eine gesteigerte Apoptoserate der Zellen, eine Verringerung

der Zellteilungsrate oder auch eine veranderte Adharenz der Zellen denkbar.

Da der EGF-Rezeptor einen Einfluss auf das Uberleben von Tumorzellen hat und
die Expression des Rezeptors sowohl in Basalzellkarzinomen als auch in
Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen wurde, sollte untersucht werden ob die
Expression des EGFR durch Transthyretin beeinflusst wird. Dies erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Es konnte in beiden Zelllinien nach Inkubation mit
Transthyretin im Vergleich zu den nicht inkubierten Zellen keine signifikante

Anderung des Expressionsmusters des Rezeptors beobachtet werden. Der
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Einfluss von Transthyretin auf die Anzahl der vitalen Tumorzellen muss folglich

Uber einen anderen, bisher nicht bekannten Mechanismus erfolgen.

Da Transthyretin immunmodulierende Eigenschaften zu haben scheint und
Hauttumorzellen sich aktiv gegen das Immunsystem Uber die Expression
bestimmter Liganden (FasL und TRAIL) verteidigen kénnen, ware hier ein

Zusammenhang und eine mdgliche Einflussnahme in vivo denkbar.

Uber welchen genauen Mechanismus Transthyretin Einfluss auf die hier
beobachteten Veranderungen nimmt, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
geklart werden. Ob Transthyretin mdglicherweise Uber einen der oben genannten
Mechanismen das Tumorzellwachstum beeinflusst, bedarf somit einer weiteren

Klarung.

Darlber hinaus sollte die Expression der Keratine immunhistochemisch
nachgewiesen werden. In den immunhistochemischen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass die Expression von Keratin 1 und 10 als Mal3 der
Zelldifferenzierung durch Transthyretin induziert wird. Diese Beobachtung deutet
folglich auf eine Transthyretinbedingte Induktion der terminalen Differenzierung
hin.

Vor dem Hintergrund der bisher bekannten Funktionen des Rezeptors Megalin
sollte in der vorliegenden Arbeit das Vorkommen von Megalin in den
Tumorzelllinien als mdglicher rezeptorvermittelter Aufnahmeweg fir Transthyretin
untersuchen werden: Hier konnte mittels Immunhistochemie die Expression von
Megalin sowohl in der CRL-7762-Zelllinie als auch in der A-431-Zelllinie
nachgewiesen werden. Dieser Rezeptor scheint folglich nicht nur in der Niere fur

die Transthyretinaufnahme verantwortlich zu sein, sondern auch in Hauttumoren.
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