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Einleitung
1. Einleitung
1.1 Aufbau der menschlichen Haut

Die Haut gehoért zu den wichtigsten und komplexesten Organen des menschlichen
Organismus und bedeckt die duRere Kdrperoberfliche von ungefihr 1,5 bis 1,8m?. Neben
einer Sinnes- und Kontaktfunktion kommt ihr als lebensnotwendige Grenze zum
umgebenden Milieu eine besondere Bedeutung zu. Sie erflllt multiple physiologische
Aufgaben, wie Regulation des Wasserhaushalts des Korpers, bildet eine physikalische
Barriere gegen pathogen einwirkende Mikroorganismen und Viren und bietet Schutz vor
anderen Schadigungen der Umwelt, wie ultravioletter Strahlung und Chemikalieneinwirkung.
Die Haut lasst sich in Epidermis (Oberhaut), Dermis (Bindegewebe) und Subcutis
(Fettgewebe) unterteilen. In ihr sind verschiedene Anhangsgebilde wie z.B. Haare, Nagel,
Talg- und Schweil’drisen eingebettet. Die durchschnittliche Hautdicke liegt, je nach
regionalen und individuellen Gegebenheiten, zwischen 1,5 und 4mm. Etwa 0,1mm davon

entfallen auf das terminale Abschlussgewebe, die Epidermis.

VA s
\ - o '.. Ll
. . A : ’ i Hornhaut
Epidermis s % e
(Epidernmis) k -.
Eimmerzellschicht
Stachelzellschicht
MMastzelle (Langerhanszelle)
Basalzellschicht
. Basalmembran
Dermis pi— Blutoefsbll
[Corium) — Haar
Nerven
i Talgdriise
. — Bindegewehe
Unterhaut v Schweilidriise
{Subcutis) i i
= Fettzellen

Abb. 1.1: Aufbau der menschlichen Haut. (entnhommen aus http://www.hermal.de)

Die Epidermis unterliegt einer starken Zellerneuerung, wobei die Zeitspanne zwischen
Mitose in der Basalzellschicht und der Abschilferung der terminal differenzierten

Keratinozytenzelle ungefahr einen Monat betragt.
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Mit ca. 90% nehmen die Keratinozyten den quantitativen gréRten Teil der epidermalen
Hautzellpopulation ein. Daneben kommen auch noch die neuroendokrinen Merkelzellen
(Tastzellen) mit einem Anteil von weniger als 1% vor. Die Melanozyten (Pigmentzellen), die
unmittelbar der Basalmembran aufliegen, und die suprabasalen Langerhans-Zellen mit ihrer
dendritischen Morphologie bilden mit den Keratinozyten eine symbiotische und funktionelle
Einheit. Als mehrschichtiges, verhornendes und sich standig erneuerndes Plattenepithel
lasst sich die Epidermis durch den unterschiedlichen Differenzierungsgrad der Keratinozyten

histologisch, morphologisch und biochemisch in vier distinkte Schichten (strata) gliedern:

Hornhlle (Loricrin,
Involucrin, Cornifin)

stratum 2
corneum
_ Transglutaminaseaktivitat
-?
= Keratohyalingranula
stratum = (Filaggrin)
granulosum
i~ Lipidverschluf (rot)
stratum Sekret der Lamellenkérper
spinosum >— Zytokeratine K1 und K10
— Zytokeratine K5 und K14
stratum
basale

~~Hemidesmosomverankerung
in der Basalmembran

Abb. 1.2: Funktionelle Histologie des verhornenden Plattenepithels (schematisiert)

Wahrend die drei suprabasalen Zellschichten stratum spinosum, stratum granulosum und
stratum corneum ausschlieBlich aus postmitotischen, differenzierenden Zellen aufgebaut
sind, enthalt nur das zur Basallamina anschlieRende stratum basale mitotisch aktive Zellen.
Das stratum basale ist eine Schicht kubischer Zellen mit groRen Kernen und relativ wenig
Zytoplasma. Diese Zellen werden Basalzellen genannt. Darlber befindet sich das
vielschichtige stratum spinosum, in dem die Keratinozyten grofer und polygonal werden und
sich in hoéheren Schichten abflachen. Untereinander sind diese Zellen durch multiple
stachelartige Interzellularbricken, die Desmosomen, verbunden. Das stratum granulosum
mit seinen Kornerzellen bildet eine bis mehrere Schichten aus. Die Kérnerzellen enthalten
basophile Keratohyalingranula und sind deutlich abgeflacht. Es schliel3t sich das stratum
corneum an, bestehend aus ganz flachen, fest gepackten, kernlosen Hornzellen, die dicht

geflllt sind mit Tonofilamenten und einer amorphen Matrix (Fritsch, 1990).
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1.2 Differenzierung von Keratinozyten

In der Entwicklung der S&ugetierhaut spielen besonders zwei Typen von Zelltod eine
wesentliche Rolle, die Apoptose und die Verhornung, auch Keratinisierung genannt, welche
in den unteren bzw. den oberen Schichten der Haut stattfindet. Dieser Prozess der
Verhornung ist hochst organisiert, sowohl raumlich als auch zeitlich. Die teilungsfahigen,
lebenden Keratinozyten im stratum basale wandeln sich wahrend der Wanderung in
Richtung Hautoberflache zu toten, ausdifferenzierten Korneozyten (Hornzellen) um.
Zellproliferation, Differenzierung und Tod finden in einer bestimmten Abfolge statt und jeder
dieser Prozesse ist durch die Expression spezifischer Proteine charakterisiert.

In den proliferierenden Basalkeratinozyten spielen dabei die Keratine K5 und K14 die
Hauptrollen (Kartasova et al., 1993a). Sie verbinden sich zu 10nm dicken Keratin Zwischen-
filamenten (keratin intermediate filaments, KIFs) und bilden zusammen mit Mikrotubulinen
und Mikrofilamenten das Zytoskelett der epithelialen Zellen. Ausgel6st durch kaum bekannte
Signale, wandern bestimmte Basalkeratinozyten vom stratum basale in das stratum
spinosum, verlieren ihre mitotischen Fahigkeiten, und beginnen, vollig neue Strukturproteine
und Enzyme, welche fir die Keratinisierung charakteristisch sind, zu synthetisieren. Keratin
K1 und K10 sind dabei die ersten Proteine, die wahrend der Verhornung neu gebildet
werden. K1 und K10 ersetzen dabei das bereits bestehende K5-K14 Netzwerk (Kartasova et
al., 1993b). In weiterer Folge bilden die Zellen dann auch noch Keratohyalingranula, welche
Profilaggrin, die Vorstufe zu Filaggrin, enthalten. Filaggrin verbindet dabei die bereits
existierenden Keratinflamente zu dicken Blndeln. Dies zwingt die Zelle in die abgeflachte
Form, welche charakteristisch flir Korneozyten in der Hornschicht ist. Zusammengenommen
ergeben KIFs und Filaggrin 80-90% der Proteinmasse der Epidermis und bilden so ein
homogenes Gerist flir die weitere Reifung und folgenden Aussteifungsschritte der
Hornschicht. Gleichzeitig werden auch andere Strukturproteine wie z.B.: Involucrin, Loricrin,
Trichohyalin und die Klasse der kleinen prolinreichen Proteine (small proline-rich proteins,
SPRs) synthetisiert und anschlieliend von verschiedenen Transglutaminasen (TGs) vernetzt,
um so die Hornhille der Zelle weiter zu verstarken (Kalinin et al., 2001; Candi et al., 2005).
Grosse Anstrengungen wurden unternommen, um die zellularen und molekularen Prozesse
der Proliferation und Differenzierung der Haut sowohl in Bezug auf extrazelluldre als auch
intrazelluldre Ablaufe zu klaren, aber dennoch sind die Mechanismen der Regulation im

Detail weitgehend unverstanden.
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1.2.1 Calcium induzierte Differenzierung

Die Calciumstimulation: Keratinozyten bilden ein ideales Modell fir in vitro Differen-
zierungsversuche von kultivierten Zellen, wobei schon seit langem die wichtige Rolle von
Calcium in diesem Zusammenhang beobachtet wurde (Green, 1977; Eckert, 1989a;
Hennings et al., 1980c; Pillai et al., 1990b; Yuspa et al., 1989). Wurden Zellen in einem
Nahrmedium mit einer Calciumkonzentration unter 0,05mM kultiviert, konnten diese
proliferieren. Sie entwickelten aber fast keine interzellularen Kontakte, breiteten sich nur sehr
langsam aus und verhornten kaum. Wurde nun aber die Konzentration von extrazellularem
Calcium (Ca.) schlagartig auf Uber 1mM erhdht, so zeigt sich eine sehr schnelle
Umverteilung von Desmoplakinen, Cadherinen, Integrinen, Aktinen aus dem Zytoplasma zur
Membran hin, um dort interzellulare Kontakte zu etablieren (Hennings et al., 1980b; Braga et
al., 1995). Calcium bewirkt auch eine neue Verteilung von Protein Kinase Ca (PKCa)
(Denning et al., 1995), des Tyrosin-phosphorylierten p62-assoziierten Proteins von ras GAP
(Filvaroff et al., 1994), und von Calmodulin in Richtung Membran, die wiederum den
Calcium-induzierten Signal-mechanismus unterstitzen. Nun lauft der Aufbau der Hornhiille
wie oben beschrieben binnen 1-2 Tagen ab (Hennings et al., 1981; Pillai et al., 1990a). Die
Relevanz der Calcium-induzierten Differenzierung zeigt sich in vivo durch den von auf’en
nach innen abfallenden Calciumgradienten in der Epidermis, wobei es scheint, dass das
Calcium der Epidermis hilft, den Differenzierungsstatus aufrecht zu erhalten (Elias et al.,
2002; Tu et al., 2004).

Der Mechanismus, durch welchen die Keratinozyten auf das Cac, reagieren, ist noch nicht
ausreichend untersucht. Bikle und Mitarbeiter (Bikle et al., 1996b) konnten einen
multiphasischen Anstieg von freien intrazellularen Calciumionen (Ca,) in Keratinozyten
zeigen. Einem anfanglich steilen Anstieg von intrazelluldren Calciumionen folgt ein
verlangertes Plateau, wobei sich der Anstieg von intrazellularem Calcium maximal auf
undifferenzierte Zellen auswirkt und mit zunehmender Differenzierung nachlasst (Sharpe et
al., 1989). Adenosintriphosphat (ATP) und Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) z.B.
aktivieren einen kurzfristigen Caij, Ausstol, konnen aber Keratinozyten nicht zur

Differenzierung stimulieren (Pillai and Bikle, 1992).

Der Calciumrezeptor: Keratinozyten erkennen das Ca., lber einen G Protein-gekoppelten
Parathyroid-Rezeptor verwandten Calciumrezeptor (CaR) (Bikle et al.,, 1996a;
Chattopadhyay et al., 1996b; Hebert and Brown, 1995) und bilden zusatzlich noch eine
alternative gespleifdte Variante des Rezeptors im Laufe der Differenzierung aus (Oda et al.,
1998b). Durch Deletionsversuche in Maussystemen mit der ungesplei3ten Variante (Oda et

al., 2000) konnte des Weiteren gezeigt werden, dass dem Standardrezeptor eine wichtige

9
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Bedeutung in der terminalen Differenzierung von Keratinozyten zuféallt (Komuves et al.,
2002). So wurde durch Blockierung der Synthese des CaR mittels eines Antisense-
Konstrukts die Fahigkeit von Calcium, den Ca;, zu erhéhen und somit Gene flr Involucrin

und TGs zu exprimieren, verhindert (Tu et al., 2001).

Die Phospholipase C: Nach einer Calciumstimulation erhdéhen sich die Inositol 1,4,5-
Trisphosphat (IPs-) und Diacylglycerol (DG) - Werte in kiirzester Zeit und aktivieren den
Phospholipase C (PLC) abhangigen Signalweg (Jaken and Yuspa, 1988). Durch die
vermehrte Synthese von IP; werden aus intrazellularen Speichern Calciumionen
ausgeschittet. Dies hat eine terminale Differenzierung der Keratinozyten zur Folge (Oda et
al., 1998a). Beide Werte, Ca;, und IP3, bleiben nun Uber Stunden erhoht, was zu einer
stetigen Aktivierung des PLC Signalweges fiihrt. Diese konstante Stimulation des
Signalweges wird durch eine Calcium - induzierte Aktivierung der PLC-y1 vermittelt
(Punnonen et al.,, 1993), obwohl der erste Anstieg von IP; und Caj, nach der
Calciumstimulation von PLC-B vermittelt wird (Xie et al., 2005). Die lang andauernde
Aktivierung von PLC-y1 wird von einer erhdhten Expression von Tyrosinkinasen der Src-
Familie begleitet, die wiederum durch Calcium induziert werden. Diese Tyrosinkinasen sind
ihrerseits zur Calcium vermittelten Aktivierung der PLC-y1 nétig (Zhao et al., 1992; Calautti et
al.,, 1995). Verhindert man die Expression der PLC-y1 durch ein Antisensekonstrukt,

verhindert man auch die Calcium-induzierte Differenzierung (Xie and Bikle, 1999).

Die Calciumkanéle: Das intrazelluldre Calciumsignal umfasst nicht nur den Eintritt von Caey
Uber die Plasmamembran, sondern auch die Ausschittung von Calcium aus intrazellularen
Speichern wie dem Endoplasmatischen Reticulum (ER), was durch PLC und IP; vermittelt
wird (Bikle et al., 2001; Chattopadhyay et al., 1996a). Dieser Calcium Influx findet Uber
verschiedene Calciumionenkanale, die nach dem Prinzip von Speicher-aktivierten Kanalen
(store-operated channels, SOC) funktionieren, statt (Mauro et al., 1993; Grando et al., 1996).
Sie reagieren auf Aktivierung von IP3-Rezptoren mit vermehrter Ausschittung von Calcium
aus den intrazellularen Speichern. Blockiert man die IP3-Rezeptoren und die PLC-Aktivitat,
so verhindert man die Offnung der Kanéle (Cai et al., 2005). Blockiert man hingegen die
Expression des Calciumrezeptors, reduziert man die intrazellularen Calciumspeicher und
steigert dadurch die SOC Aktivitat.

10
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1.3 NF-xB in der Hautdifferenzierung

Die Nuklear Faktor-xB (NF-kB)/Rel Familie von Transkriptionsfaktoren besteht aus einer
Gruppe von verwandten, evolutionar konservierten DNA-bindenden Proteinen, unter
anderem p50 (NF-xB1), p52 (NF-kB2), p65 (relA), c-Rel und RelB. In den meisten Zelltypen
ist der heterodimere NF-xB Faktor im Zytoplasma durch den inhibitorischen Faktor kB,
Inhibitor von B, welcher in verschiedenen Isoformen (IxBa, 1kBp IkBe und IkBy) vorkommt,
gebunden (Regnier et al., 1997; Zandi and Karin, 1999; Hayden and Ghosh, 2004c).

A NF-xB/Rel Family
o e eI — S B
(RelA)
S e
e S ————eeeeeaR  *°
S865

GRR 447 K855 5859
PI100O/p5S2
(NF-xB2) 898
5923

433 S827
P105/pS5S0 5932

(NF-xB1) 269

Ankyrin Repeats

B IkB Family w21 saz

K& 522 -
IxBe 500

ey e <

BCL-3 446

C IKK’s
Kaa s176 NBD

| S180 738-743
IKKo: 745
77
181 TIP-742
KB 756

NEMO
KKy) W il

Abb.1.3: Schematische Préasentation der NF-xB/Rel, IxkB und IKK-Proteinfamilie.
Aminosaureanzahl rechts hinter jedem Protein. Spaltstellen von p100 (aa447) und
p105 (aa433), sowie Phosphorylierungs- und Ubiquitinierungsstellen bei p100, p105
und IkBs sind angegeben; (RHD) Rel-Homologie-Domane, (TAD) Transaktivierungs
domane, (LZ) Leuzin Zipper Domane, (CRR) Glycin-reiche Region, (HLH) helix-loop-
helix-Domane, (Z) Zink-Finger-Domane, (CC1/2) coiled-coil-Domane, (NBD) NEMO
Bindestelle, (a) a-helikale Doméane (Hayden and Ghosh, 2004a)
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Als Antwort auf eine Vielzahl unterschiedlichster Stimuli, wie z.B. inflammatorische Zytokine,
bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), virale Infektionen oder Stress werden IkBs an zwei
speziellen Serinresten phosphoryliert. Diese Modifikation erméglicht ihre Ubiquitinierung und
den Abbau mittels proteasomaler Degradation. Dadurch kann das freie NF-xB in den
Zellkern eindringen und zur Transkription von Genen beitragen, welche an einer Immun-
oder inflammatorischen Antwort, bei Zelladhasion, aber auch bei Wachstumskontrolle und
Regulation von Apoptose beteiligt sind (Karin and Ben Neriah, 2000; Hayden and Ghosh,
2004b).

Bis auf ultraviolettes (UV) Licht greifen alle NF-xB Aktivatoren Gber einen hochmolekularen
IkB-Kinase-Komplex (IKK) in den Signalweg ein. Dieser Komplex besteht aus zwei
katalytischen Untereinheiten (IKK1 bzw. o und IKK2 bzw. B), einer regulatorischen
Untereinheit (NEMO/IKKy) und mdglicherweise weiteren, aber weniger gut charakterisierten,
Untereinheiten (Chen et al., 2002).

Alternativer Weg Klassischer Weg
BAFF LTS RANK etc..? TNF IIL-l LPS etc...

Abb.1.4: Die Aktivierung von NF-xB.
Der klassische Weg (rechts, schwarz) dber NEMO aktiviert die IkB gebundenen
Untereinheiten wie z.B. relA/p50 oder c-rel/p5S0 und ermdglicht so die Prozessierung
von p50 aus dem Vorlaufer p105. Der NEMO unabhangige nicht-kanonische Weg
(grau) erlaubt die Prozessierung des p52-Vorlaufers p100 und somit die Dimerisierung
von p52 mit relB (Courtois, 2005).
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Einleitung

NEMO wird auf dem X-Chromosom kodiert und besteht aus verschiedenen strukturellen
Doménen, darunter zwei Spiraldoméanen (coiled-coil), einem Leuzin-Zipper und einem
Zinkfinger. Die NEMO-vermittelte Aktivierung via IKK als Antwort auf die meisten NF-«xB-
aktivierenden Stimuli ist als klassischer oder ,kanonischer® Signalweg bekannt. Dies konnte
mit NEMO-defizienten Zelllinien gezeigt werden (Yamaoka et al., 1998).

Im Gegensatz dazu brauchen andere Stimuli, wie z. B. BAFF (B cell activation factor) oder
LTB (Lymphotoxin B), kein NEMO, sondern konnen die IKK uber NIK (NF-xB inducing
kinase) aktivieren. Diese Signalkaskade ist als alternativer bzw. ,nicht-kanonischer® Weg
bekannt.

Durch die Generierung transgener Mause konnte der Einfluss von NF-«B speziell auf die
Hautentwicklung gezeigt werden. Seitz und Mitarbeiter (Seitz et al., 1998a) generierten zwei
verschiedene Mausmodelle, in denen auf unterschiedliche Weise mit dem NF-xB-Signalweg
interferiert wurde. Zum einen wurde eine nichtdegradierbare Form von I«kBa generiert,
dessen Expression epidermal beschrankt wurde. Dadurch wird eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-«B in der Epidermis verhindert. Zum anderen wurde NF-«B durch
Uberexpression von aktiven p50- und p65-Untereinheiten aktiviert. Mause, welche die
dominant negativen Form von IkBa exprimierten, zeigten hochgradig hyperplastische
Epithelien, wohingegen letztere Mausmodelle eine epidermale Hypoplasie und
Wachstumsinhibition aufwiesen (Seitz et al., 1998b). Ahnliche hyperplastische Epithelien
konnten nach Verlust von IKKa gezeigt werden. Allerdings starben viele dieser Mause kurz
nach der Geburt mit einer dysregulierten epidermalen Differenzierung (Takeda et al., 1999a;
Li et al., 1999; Hu et al., 1999c). Diese in vivo-Studien zeigen eine hemmende Rolle von NF-
kB in Bezug auf Keratinozytenwachstum und epidermale Hyperplasie. Auch wurden
knockout-Mause fir andere NF-xB Signalkomponenten generiert, z. B. gegen relA
(Gugasyan et al., 2004) und NEMO (Schmidt-Supprian et al., 2000). Pasparakis und
Mitarbeiter untersuchten die Funktion von IKK2 durch genspezifische Modifikation in
epidermalen Keratinozyten. So konnte im Mausmodell durch die Deletion von IKK2 eine
schwere psoriasiforme epidermale Hyperplasie gezeigt werden. Diese inflammatorische
Antwort ist TNF-vermittelt, aber unabhangig von T-Zellen (Pasparakis et al., 2002b). Weiters
konnte durch die Einkreuzung von TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) defizienten Mausen in die IKK2
defiziente Mauslinie eine Wiederherstellung der entziindungsfreien, normalen Epidermis
gezeigt werden. Dies zeigt die wichtige Rolle von TNFR1 in der NF-xB vermittelten
Pathogenese. So bestatigen Pasparakis und Mitarbeiter, dass eine Deletion von IKK2 nicht
direkt mit der keratinozytaren Proliferation und Differenzierung in Verbindung steht. Sie
vermuten, dass die beobachtete Hyperplasie der Epidermis durch sekundare Mechanismen

der Inflammation der Haut hervorgerufen wurde.
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Einleitung

Allerdings zeigten andere Versuche eine gegensatzliche Rolle von NF-xB zu oben
Genanntem auf. Dabei wurde der NF-kB Aktivator Phorbolester (12-O-tetradecanoyl-
phorbol-13-Acetat, TPA) oberflachlich aufgetragen und eine sichtliche Verdickung der
Epidermis erzeugt (Qin et al., 1999a). AuRerdem werden TNF-o und andere NF-«xB
aktivierende Zytokine in psoriatisch veranderter Haut, also unter Bedingungen aberranter
Hyperproliferation, in groRen Mengen exprimiert (Bonifati and Ameglio, 1999). Auch eine
Resistenz gegen UV-induzierte Apoptose wurde mit einer in vitro NF-xB Aktivierung
assoziiert (Qin et al., 1999b; Chaturvedi et al., 1999a).

1.4 Einfluss von NF-&B auf Entziindungsreaktionen der Haut

Trotz der Komplexitat des NF-kB Signalwegs findet eine Aktivierung des Transkriptions-
faktors sehr schnell statt, wodurch sich dieser evolutionar fiir die Weiterleitung von
proinflammatorischen Stimuli eignet, denen die angegriffene Zelle durch eine angeborene
Immunantwort entgegenwirken kann. Solche Antworten bilden die erste Verteidigungslinien
gegen Bakterien-, Pilz-, und virale Infektionen (Medzhitov and Janeway, Jr., 1997).

NF-kB induziert eine Vielzahl von Genen, die fur entzindliche Prozesse relevant sind. Hierzu
zahlt insbesondere eine grofle Anzahl proinflammatorisch wirkender Gene, die flr
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine und zellulare Rezeptoren kodieren. Einige werden
jedoch nicht nur durch NF-xB induziert, sondern sind auch selbst in der Lage, NF-xB zu

aktivieren, sodass sich hier ein positiver feed-back Mechanismus ergibt.

NF-i.B regulierte, inmunologisch relevante Gene

Genklasse NF-«B reguliertes Gen Genklasse NF-«B reguliertes Gen
Zytokine/Wachstumsfaktoren IL-Teeund B Leukozyten-Adhasionsmolekiile ICAM-1

IL-2,-3,-6,-12,-15 VCAM-1

TNF-ct, TNF-[/LT-ct MAdCAM-1

IFN-p E-Selectin

G-CSF Immunregulierende Proteine lgk leichte Kette

M-S MHC Klasse | und I

GM-CSF TCRecund
Chemokine IL-8,gro [2-Mikroglobulin
Zytokinrezeptoren IL-2Rct TAP1 (Transporter Associated with

Antigen Processin

Stress-Proteine SAA (Serum Amyloid A precursor) g 9

Komplementfaktoren C3,C4 und B Transkriptionsfaktoren c-Rel

oty-Acid-Glykoprotein p103

C0X-1,-2 IkB-at

INOS

Tab.1.1: Beispiele NF-kB-regulierter Zielgene (Messer and Rupec, 2001)
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Einleitung

Zusatzlich zu Zytokinen und Chemokinen reguliert NF-xB auch Zelladhasionsmolekile, um
die Rekrutierung inflammatorischer Zellen aus dem umliegenden Gewebe und den darunter
liegenden Blutgefassen zu ermdglichen (Pahl, 1999; Zhang and Ghosh, 2001).

15 TNF-a vermittelte Zellsignale in Keratinozyten

Ein von NF-xB selbst induziertes proinflammatorisches Zytokin ist der Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-a), welcher mit einigen weiteren Faktoren der TNF-Superfamilie zugehdrt
(Fraser and Evan, 1996). Neben Nekrose kann TNF Apoptose, zellulare Proliferation,
Inflammation, Tumorigenese und Virusreplikation auslésen. Die primare Rolle von TNF ist
die Regulation von Immunzellen, aber es ist auch bekannt, dass es eine grofte Rolle in

pathogenen Regulationsstérungen wie der rheumatoiden Arthritis, Asthma und im septischen

Schock spielt.
inflammation
T
Differentiation ; g 7
Proliferation Viral Replication
PBBMAPK Inflammation
0 (4F<s)
S
.E @4—||TNF receptnrs Cytoskeletal
e
:g Rearrangement
g . Ceramide
Proteases
- Reactive Oxygen Specie

Apoptosis|| Necrosis || Oncosis Paraptosis

cell death

Abb.1.5. TNF Rezeptor vermittelte zellulare Antworten. (Abbildung aus (MacEwan, 2002)
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Einleitung

Induzierter Zelltod durch Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-a): Der TNF Ligand erzielt
alle unterschiedlichen zellularen und pathologischen Effekte durch die Bindung an die
Subtypenrezeptoren TNFR1 bzw. TNFR2. Die einzelnen Transmembranglykoproteine
weisen eine 28%ige Homologie zumeist in den extrazelluldaren Domanen aus. Diese
wiederum sind aus vier cysteinreichen Tandemsequenzen aufgebaut, wohingegen die
intrazellularen Regionen weitestgehend nicht homolog sind. Frihe Publikationen wiesen auf
unterschiedliche Signalfunktionen hin (Grell et al., 1994). Beide Rezeptoren weisen
verschiedene Motive mit bekannter funktioneller Bedeutung auf. So enthalten die
extrazellularen Domanen eine spezielle Domane (pre-ligand-binding assembly domain,
PLAD), welche die Rezeptoren vorzeitig komplexiert und besonders bei der Aktivierung
durch TNF-a die Ausbildung von Trimeren unterstitzt (Chan et al., 2000). TNFR1 enthalt ein
Todesdomane-Motiv (Death-Domain, DD), welches aus ca. 80 Aminosauren in der Nahe des
Carboxylendes des Rezeptors besteht und essentiell fir die Induktion des Zelltodes ist
(Tartaglia et al., 1993a). Daran werden TRADD (TNF-Receptor associated Death Domain
protein) und weitere Adapterproteine rekrutiert. Die trimerisierten TNF-Rezeptoren
rekrutieren zusatzlich Caspase 8, welche wiederum die Caspasen 3, 6 und 7 prozessiert und
damit aktiviert (Zong et al., 1998b; Abbas et al., 2000). TNFR2 hingegen enthalt keine DD,
kann allerdings ebenfalls Adaptorproteine wie den TNFR-assoziierten Faktor 2 (TRAF2)
binden. Es wird vermutet, dass TNFR2 Apoptose entweder direkt vermitteln kann (Heller et
al.,, 1992; Declercq et al., 1995), oder durch einen so genannten ,Ligand-Vermittler*
Mechanismus. Dabei bindet TNFR2 den Ligand langer und starker, wodurch die lokale
Konzentration von TNF-a in der Nachbarschaft zu TNFR1 angereichert wird und somit tber
TNFR1 die Apoptose induziert wird (Tartaglia et al., 1993b).

Andererseits konnen uber Todesrezeptoren auch inflammatorische Signale Ubermittelt
werden. Hierbei fuhrt die Aktivierung von TRAF2 zur Induktion der IKK/NF-kB Kaskade
(Abbas et al., 2000; Jansen et al.,, 2001). Antiapoptotische Zielgene von NF-kxB sind
wiederum TRAF1 und TRAF2, die, mit TNFR1 assoziiert, das Signal des Rezeptors
verandern kénnen und die Inhibitorproteine clAP1 und clAP2, die die Caspasen 3 und 7
binden, um so Apoptose zu unterdriicken (Zong et al., 1998a; Wang et al., 1998b; Taylor et
al., 1999).

Obwohl sich der TNF-a vermittelte Weg hervorragend eignet, um Apoptose bei vielen Zellen
zu initiieren, scheitert dies bei Keratinozyten meist an der erfolgreichen Unterdriickung der
Apoptose durch NF-xB. Eine antiapoptotische Antwort beinhaltet Proteine wie TRAF1,
TRAF2, clAP1, clAP2 (Seitz et al., 2000e; Henseleit et al., 1996) und bcl-XL (Ravi et al.,
2001; Chen et al., 2000) in den suprabasalen Schichten der Epidermis, welche in direkte
Bindung oder in Inaktivierung von Caspasen involviert sein kénnen, um so den TNF-a

induzierten Signalweg der Apoptose zu blockieren (Wang et al., 1998a; Seitz et al., 2000d;
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Qin et al., 2001a). In verschieden Versuchen konnte durch die Inhibierung von NF-xB mittels

pharmakologischer Inhibitoren bzw. dominant negativer Mutanten gezeigt werden, dass

Keratinozyten dann wesentlich anfalliger gegentuber dem TNF-a vermittelten Zelltod waren
(Seitz et al., 2000c; Qin et al., 2001b; Chaturvedi et al., 1999b).

Cell Membrane

THFm

THF-R1

Modinication
TRADD
Complex | and Complex 11
RIP1 Endocytosis
TE s Bid 1Bid
TRAF2 RIP1 Caspovs & O_-—Jr B . Baxi
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— ﬂ Cytochrome , . Mitechondria

c 5o

Caspase-10 l F
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B Caspase-9

"
l Procaspase-3
¥

I Caspase-3

Degradation
via

mtea?/ T

Bfl-1/A1
Bel-xL

(o} ‘|r c-lAP1&2
[_pS0 ] Death
NF—:KB Subniratau
Apoptosis

Abb.1.5: TNF-a Aktivierungsweg

TNF-o bindet an TNFR1 und fuhrt zur Aktivierung zweier Signalwege. Komplex 1
besteht aus TRAF1, RIP1 und TRAF2 und ist verantwortlich flr die Aktivierung von
NF-xB und dessen antiapoptotischen Genen. Nach diversen Modifikationen rekrutiert
der Proteinkomplex FADD, Procaspase 8 und 10, aus denen Komplex 2 gebildet wird,
welcher wiederum den apoptotischen Weg aktiviert. Das Uberleben der Zelle hangt
nun vom Gleichgewicht zw. NF-kB-abhangigen antiapoptotischen und proapopto-
tischen Faktoren ab, welche die Todeskaskasde regulieren kdnnen (Kucharczak et al.,
2003)

Wie schon bei der Differenzierung der Keratinozyten beschrieben, spielt nicht nur die

Keratinisierung, sondern auch die Apoptose eine wesentliche Rolle fur die Aufrechterhaltung
des Gleichgewichts der Haut, (Haake and Polakowska, 1993a; Paus et al., 1993b; Teraki

and Shiohara, 1999). Keratinozyten besitzen alle nétigen Komponenten, um Apoptose zu

verhindern oder auszufihren (Brysk et al., 1995). Trotzdem wurden bislang relativ wenige

Untersuchungen zur Apoptose in gesunder Haut gemacht. So stellt sich immer noch die

Frage, ob die Apoptosevorgange der Haut mit denen anderer Zelltypen vergleichbar sind.
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Terminale Differenzierung versus Apoptose: Zur Frage, ob die Keratinisierung einer Zelle
eine spezielle Form der Apoptose sei, gibt es unterschiedliche Meinungen in der Literatur
(Haake and Polakowska, 1993b; Tamada et al., 1994a; Lee et al., 1998). Bei beiden
Prozessen kommen die gleichen Mechanismen zum Tragen, wie z.B. die Expression der
Calcium-abhangigen Transglutaminasen (Paus et al., 1993a), die bei der Vernetzung der
Keratinfilamente nétig sind, oder die Aktivierung der Calcium-abhangigen Endonuklease, die
fur die Fragmentierung der nuklearen DNA verantwortlich ist (Gandarillas, 2000c). Bei
differenzierenden Keratinozyten verhalt sich die Fragmentierung der DNA ahnlich wie bei
apoptotischen Zellen, hier sind ebenfalls Caspasen involviert (Weil et al., 1999) und beide
Prozesse finden in den oberen Schichten der Epidermis statt (Seitz et al., 2000b).
Andererseits gibt es aber auch Autoren, die Differenzierung und Apoptose flir grundlegend
unterschiedliche Mechanismen halten (Mitra et al., 1997; Haake and Cooklis, 1997;
Gandarillas, 2000b; Gandarillas et al., 1999). So ereignet sich Apoptose vdllig ohne
Neusynthese von Proteinen (Gandarillas, 2000d) und lauft innerhalb von 48 bis 72 h ab
(Haake and Polakowska, 1993e; Hockenbery et al., 1991). Ein weiterer Unterschied ist, dass
apoptotische Zellen schrumpfen und von anderen Zellen phagozytiert werden, wohingegen
verhornende Keratinozyten abgeflacht werden und abschilfern. Nicht zuletzt ereignet sich
auch die Kondensation und Fragmentation von DNA, welche als friiher Marker flir Apoptose
gilt (Haake and Polakowska, 1993c), sehr spat in der terminalen Differenzierung
(Gandarillas, 2000a).

Apoptoseempfindlichkeit hangt von der Lokalisation in der Epidermis ab: In normaler
Haut konnte gezeigt werden, dass Basalzellen der Epidermis relativ resistent gegen UV-
induzierte Apoptose sind wahrend suprabasale Keratinozyten deutlich empfanglicher dafiir
zu sein scheinen (Hisa et al., 1995). Anhand von DNA-Fragmentierungsexperimenten konnte
ein Unterschied zwischen Keratinozyten aus der Basal- und der Kérnerzellschicht in Bezug
auf ihr apoptotisches Potential gezeigt werden (McCall and Cohen, 1991a; Tamada et al.,
1994b). Wurden die Zellkerne einer erhohten Calciumdosis ausgesetzt, so zeigte sich auch
in Basalzellen eine Fragmentierung, was auf Beteiligung einer Calcium-abhangigen
Endonuklease hinweist. Diese Endonuklease wird wahrscheinlich von Inhibitoren in der
Basalschicht inaktiviert, und erst durch eine kirzere Halbwertszeit der Inhibitoren zu
spateren Zeitpunkten, wenn die Zelle nach aul3en wandert, aktiviert (Haake and Polakowska,
1993d; McCall and Cohen, 1991b).
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2.  Ziel der Arbeit und Fragestellung

Bislang sind nur wenige essentielle Faktoren des epidermalen Differenzierungsprozesses
identifiziert worden. In vielen unterschiedlichen Zelltypen stellt der IKK/IxBa/NF-xB
Signalweg einen evolutionar konservierten Signalweg dar, so auch in Keratinozyten, wo NF-
kB eine entscheidende Rolle in der Regulation von inflammatorischen Prozessen und auch
in der epidermalen Regulation von Proliferation und Differenzierung spielt.

Ziel dieser Arbeit ist es, durch funktionelle Blockade einzelner IKK/lkBa/NF-kxB Komponenten
die Auswirkungen sowohl auf die Calcium-induzierte Differenzierung als auch die TNFa-
vermittelte proinflammatorische Aktivierung zu untersuchen. Durch die Expression
retroviraler Mutanten von IKK und IkBa wird der intrinsische Differenzierungsprozess,
ausgelost durch die Erhéhung von extrazellularem Calcium, unterbunden. Hierdurch kénnen
die Auswirkungen der unterschiedlichen Mutanten in Keratinozyten untersucht werden.
Spielen die Faktoren IKK1, IKK2 und IkBa bei der Calcium-induzierten Differenzierung
beziehungsweise der TNF-a vermittelten Aktivierung eine wichtige Rolle? Dies wird sowohl
auf morphologischer Ebene als auch durch Expressionsanalysen von differenzierungs-
assoziierten Proteinen wie Involucrin und p21 untersucht. Als Antworten auf
inflammatorische Stimulantien wie z.B. durch TNF-a wird die Expression des Oberflachen-
molekils ICAM-1 und des Chemokins Interleukin 8, welche beide der Regulation von NF-«B
unterliegen, kontrolliert .

Durch die weitere Aufklarung regulatorischer Signalwege und ihrer Komponenten kénnen
physiologische und pathologische Vorgange in der Homdostase der Epidermis erklart
werden. Dies ist ein wichtiger Grundstein fur weitere Therapieansatze bei Erkrankungen der
Haut.
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3. Material

3.1 Gerate und diverses Material
Blotting Kammern: Minitrans-Blot Cell
Brutschranke, Inkubatoren: HeraCell
Chemikalien fir Réntgenfilm Entwickler

Elektrophoresekammern (DNA-Gele)

Elektrophoresekammern (EMSA-Gele)
Elektrophoresekammern (Protein-Gele)
FACS, Durchflusszytometer
Flussig-Szintillationszahler TriCarb 2100TR
Geltrockner Model 583
LJmmuno Plates Maxi Sorb“ 96-well Platten fir ELISA96
Megazentrifuge Megafuge 1,0R
Mikroskope:

Axiovert 25

Axiovert 125
Fluoreszenzkamera ProGress C14
Minizentrifugen Eppendorf 5417C, R
Nitrozellulose
Phosphoimager Fujix Bas. 2000 II
+ Software Tina 2.09d
Polyvinyldifluorid Membran (PVDF-Membran)
Quarzkuvettten
Rontgenfilme
Sephadex G50 Saulen
Spektral — Photometer
Sterilbank Lamin Air HB 2448
Vortex Gerat
Whatman 3MM Papier

3.2 Chemikalien und Reagenzien sowie Reagenzienkits

Allgemeine Labor-Chemikalien
[* P] y-ATP

Material

Biorad

Heraeus

AGFA
G.Tietsch Mechanikerwerkstatt,
MSZ Wiirzburg
Biorad

Biorad

BD Biosciences
Packard

Biorad

Nunc

Heraeus

Zeiss

Zeiss

Jenoptik
Eppendorf
Schleicher & Schull
Raytest Isotypenmessgerate
GmbH

Amersham

Hellma

Amersham

Roche

Biorad

Heraeus

IKA

Schleicher & Schdll

Merck, Roth, SERVA

Hartmann
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Azeton

Acrylamid (30%) , Bisacrylamid (0,8%)
Agar-Agar

Agarose, ultra rein
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloroform

Dithiotreitol (DTT)

DNA - Langenstandardmarker

ECL Western blotting Detektionslosung
Essigsaure

Ethanol p.A.

Ethidiumbromid 1% L&sung
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylen-glycol-bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraessigsaure
(EGTA)

Glyzerin

Glycin

Harnstoff

Isopropanol

Kaliumacetat

Leupeptin

Magnesiumazetat

Magnesiumchlorid (MgCl.)

Methanol
N,N,N",N’-Tetra-Methyl-Ethylen Diamin (TEMED)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

Pefabloc Proteaseinhibitor

Material

Roth

Roth

Roth
Gibco-BRL
Roth
Sigma
Roth
Applichem
Biorad
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma bzw.
MBI Fermentas
Amersham
Applichem
Roth
Gibco-BRL
Sigma
Sigma

Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Serva
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Roth
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Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
Phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF)
Poly (d(I-C))

Propidiumiodid

Protein A - Agarose

QIAGEN Plasmid Reinigungskit (Mini, Maxi)
rauchende Salzsaure
TPA-Phorbolester

Tris Base

Triton X-100

OptEIA™ ELISA Set Interleukin-8 (IL-8)
Tween 20

Benzamidin

HEPES

B - Mercaptoethanol

3.3 Enzyme

Allgemeine Enzyme

(Restriktionsenzyme, Polynukleasen, Ligasen)

T4 Polynukleotid Kinase (T4 PNK)

Material

Applichem
Fluka
Roche
Sigma
Roche
Qiagen
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
B&D Biosciences
Roth
Sigma
Roth
Sigma

MBI Fermentas, Promega,
NEB

Promega

3.4 Pharmakologische Inhibitoren, rekombinante Zytokine & Substratproteine

BAY 11-7082

His-TRAIL

IKK-2 Inhibitor, SC-514

Interferon gamma (IFN-y)

Interleukin 1B (IL-1P)

Glutathion S-Transferase (GST)-lIkBa
Tumor Nekrose Factor alpha (TNF-a)

Calbiochem

IMM (Dusseldorf)
Calbiochem
Sigma

Sigma

MSZ (Wirzburg)
Sigma
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3.5 Losungen, Medien und Puffer

Transportmedium NHEK

Sucrose/Trypsin —Lésung

5x SDS Probenpuffer

Trenngel-Vormix

Sammelgel-Vormix

1x SDS-Polyacrylamidgel-Laufpuffer

1x Blotting-Puffer

1x PBS — Tween (PBST)

Milchpulver Blocking Puffer (Western Blot)

Material

250mI DMEM
250ug/ml Amphotericin B
100ug/ml Penicillin/Streptomycin

0,1g Sucrose

0,25g Trypsin

1mM EDTA (2ml aus 50mM stock)
Auffillen auf 100ml mit PBS

Steril filtrieren und zu je 10ml einfrieren (-20°C)

5% Natriumdodecylsulfat (SDS)
50% Glyzerin

25% B-Mercaptoethanol

0,01% Bromphenolblau

155mM Tris-HCI ; pH 6,8

wurde verdinnt auf 1x

1,56M Tris pH 9,0
0,4% TEMED
0,4% SDS in ddH,O

140mM Tris pH 6,8
0,11% TEMED
0,11% SDS in ddH,O

25mM Tris
250mM Gilycin
0,1% SDS in ddH,O

39mM Gilycin

48mM Tris

0,37% SDS

20% Methanol in ddH,O

0,05% Tween 20 in 1x PBS

5% Magermilchpulver in 1x PBST
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Triton Lyse Puffer (TLB)

Kinasepuffer

5x Tris Borat Laufpuffer (EMSA)

Kernextrakte Puffer A (EMSA)

Kernextrakte Puffer C (EMSA)

Material

20mM Tris pH 7,4

137mM Natriumchlorid

10% Glyzerin

1% Triton X-100

2mM EDTA

50mM Natrium-p-Glycerophosphat

20mM Natriumpyrophosphat

Frisch zugesetzt: 0,2mM Pefabloc
5ug/ml Leupeptin
5ug/ml Aprotinin
1mM  Natriumorthovanadat

5mM  Benzamidin

10mM Magnesiumchlorid

25mM HEPES pH 7,5

25mM Natrium-p-Glycerophosphat

Frisch zugesetzt: 5mM  Benzamidin
1mM  Natriumorthovanadat
0,5mM Dithiothreitol (DTT)

108g Tris

55g Borsaure

7,449 EDTA

Auffillen auf 21 mit ddH,O ph 8,0

verdinnen auf 0,25x

10mM HEPES/KOH pH 7,9
1,5mM MgCl,

10mM KCL

0,5mM DTT

0,2mM PMSF

20mM HEPES/KOH pH 7,9
25% Glyzerin

420mM NaCl

1,5mM MgCl,

0,2mM EDTA

0,5mM DTT

0,2mM PMSF
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Gelshift Marker (EMSA)

Annexin V-Bindungspuffer

Nicoletti-Reagenz

3.6 Zellkulturmaterial

Chelex® 100 Resin (100-200 mesh)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Material

25% Ficoll

0,4% Bromphenolblau

0,4% Xylincyanol

Auffallen auf 10ml mit ddH,O

10mM Hepes/NaOH pH 7,4
140mM NaCl
2,5mM CacCl,

50pg/ml Propidiumjodid (PI)
0,1% Natriumcitrat
0,1% Triton

Biorad
Sigma

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM); high Glucose |PAA

Eagle’s minimal essential Medium, ohne CaCl, (EMEM) PAA

Fotales Kalberserum (FCS) Biowest
Hexadimethrine Bromide (Polybrene) Sigma
Keratinozyten-Wachstumsmedium ohne CaCl, (KGM-2) Clonetics, Cambrex

LAB-TEK Il chamber Slide System
L-Glutamin

Lipofectamin 2000

Neubauer Zahlkammer

OptiMEM

Penicillin/Streptomycin
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)
Sucrose

Trypanblau

Trypsin Neutralisierungsldsung (TNS)
Trypsin-EDTA

Zellkulturflaschen und - schalen

Zeozin

Nalgene NUNC
Gibco-BRL
Invitrogen

Brand
Gibco-BRL
Gibco-BRL
Gibco-BRL
Sigma
Gibco-BRL
Clonetics, Cambrex
Gibco-BRL
Sarstedt, Greiner

Invitrogen
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3.7  Antikdrper und Antiseren

Primarantikorper:

Kaninchen anti-ERK-2 (C-14)

Kaninchen anti-IKK-a/

Kaninchen anti-lkBa (C-21)

Maus IgG1 anti-Involucrin (Sy5)

Maus IgG1 anti-human p21VA™!

Kaninchen anti-phospho-NF-«B p65 (ser276)

Kaninchen anti-phospho-NF-«B p65 (ser468)

Kaninchen anti-phospho-NF-«B p65 (ser536)

Kaninchen anti NF-xB p65 (C-20)

Maus anti IgG1 Human CD-54 Biotin- konjugiert (ICAM1)
Anti-human IL-8 (Capture Antibody, ELISA)

Biotinyliertes anti-Human IL-8 (Detection Antibody, ELISA)
Recombinantes Human IL-8 (Standard, ELISA)

Sekundarantikorper:

Streptavidin Cy-Chrome™ Konjugat

Ziege Anti-Kaninchen IgG - Horse Radish Peroxidase (HRP)
Ziege Anti-Maus IgG - Horse Radish Peroxidase (HRP)
Avidin-HRP Konjugat (Enzyme Reagent, ELISA)

3.8 Plasmide und Oligonukleotide

Name Insert / Verwendungszweck
PEGZ - GFP
PEGZ mut IkBa Mutiertes nicht degradierbares IxBa

Material

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Sigma

Oncogene

Cell Signaling Technologies
Cell Signaling Technologies
Cell Signaling Technologies
Santa Cruz Biotechnology
BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen
Promega
Promega

BD Pharmingen

Zitat / Firma
(Kuss et al., 1999)
(Denk et al., 2001i)

PEGZ IKK1 KD Kinase defiziente Mutante von IKK1

PEGZ IKK2 KD Kinase defiziente Mutante von IKK2

PEGZ IKK2 EE Konstitutiv aktive Mutante von IKK2

PEGZ IKK2 EEA10 Konstitutiv aktive Mutante von IKK2
PVSV-G Virales Glykoprotein

PGAG-Pol retrovirale Hullenproteine und Polymerasen

NF-kB Oligonukleotid

EMSA-Sonde

(Denk et al., 2001d)
(Denk et al., 2001h)
(Denk et al., 2001c)
(Denk et al., 2001f)
CLONTECH
CLONTECH

Promega
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3.9

Material

Zellen und Bakterienstamm

HaCaT

NHEK

Phonix

DH5a

spontan immortalisierte humane Keratinozytenlinie (Boukamp et al.
1988); Prof. Dr. Fusenig, Deutsches Krebsforschungszentrum,

Heidelberg

primare, normale humane epitheliale Keratinozyten (NHEKs) wurden
anfangs aus frisch biopsierten Vorhauten gesunder Neugeborener
selbst isoliert (siehe Abschnitt. 4.2.3.). Die Vorhaute stammen aus dem
American Military Hospital, Wirzburg. Im spateren Verlauf der Arbeiten
wurden die NHEK bei der Firma Cambrex bereits vorisoliert und

gepoolt bestellt.

amphotrophe  Virus-Verpackungszelllinie basierend auf human
embryonic kidney (HEK) 293T Zellen. (Orbigen Inc.)

hitzekompetenter E.coli-Bakterienstamm zur Transformation und

Amplifikation von Plasmiden (Bethesda Res. Lab.). Der Genotyp ist bei

Sambrook et al. beschrieben.
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4. Methoden

Soweit nicht anders vermerkt, sind die nachfolgenden Methoden in Anlehnung an die
beschriebenen Protokolle von Sambrook (Sambrook and Russell, 2001) durchgefiihrt

worden.

4.1 Arbeiten mit Bakterien und DNA

Ubernachtkulturen: 3ml ampicillinhaltiges LB-Medium (10g Pepton, 5g Hefeextrakt,10g
NaCl in 11 ddH,O) oder Circlegrow (40g/l in ddH,O) wurden nach dem Autoklavieren mit
100pg/ml Ampicillin versetzt und mit einer Bakterienkolonie angeimpft und tber Nacht bei
37°C im Schattler bei ca. 200UPM inkubiert.

Herstellung kompetenter Bakterien: 5ml einer Ubernachtkultur von E.coli DH50 wurden
mit 495ml LB-Medium 1:100 verdinnt und bei 37°C bis zu einer ODsso.m von 0,5 geschiittelt.
Nach einer Abkiihlphase (10min) auf Eis wurde die Bakteriensuspension bei 2500UPM und
4°C abzentrifugiert und in 40ml eiskalten, sterilem 0,1M CaCl, aufgenommen, weitere 15
min. auf Eis inkubiert und anschliefend wieder abzentrifugiert. Die Zellen wurden nun in
15ml eiskaltem 0,1M CaCl, resuspendiert und 15min stehen gelassen. AbschlieRend wurde
die Suspension mit 2,5ml eiskaltem Glyzerin versetzt und in 200ul Aliquots in Mikroreaktions-
gefallen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Diese Aliquots konnten so bei -70°C bis zur
weiteren Verwendung gelagert werden. Zur Bestimmung der Transfektionsrate wurden
verschiedene Plasmid-DNA-Konzentrationen verwendet. Sie sollte bei ca. 10’

transformierten Kolonien pro ug DNA liegen.

Transformation von Bakterien: Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente
DH5a- Bakterien erfolgte mittels der Hitzeschockmethode (Sambrook and Russell, 2001).

Die aus -70°C enthommenen Bakterienaliquots wurden langsam auf Eis aufgetaut und zu je
40ul Aliquot vorsichtig 1ug Plasmid-DNA untergemischt. Nach 30min Inkubation auf Eis
folgte ein 90sec Hitzeschock bei 42°C und 1ml LB-Medium. Nun wurde die Kultur zur
Erholung noch 1h bei 37°C geschittelt. Die gesamte Menge der Bakteriensuspension wurde
nun auf LB-Amp-Bakterienkulturplatten (100ug/ml Ampicillin in 1,4% Agar-Agar in LB-
Medium) ausplattiert und iber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Uberlebenden Kulturen konnten

aufgrund des vom Plasmid exprimierten Ampicillinresistenzgens proliferieren.
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Mini- bzw. Maxipraparation von Plasmid-DNA: Die fur eine Transfektion von Saugerzellen
bendtigten gréReren Mengen an gereinigter Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des Qiagen
Plasmid MINI bzw. MAXI Kits nach den jeweiligen Herstellerangaben isoliert. Das Verfahren
entspricht einer modifizierten Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim (Birnboim, 1983)
mit anschlieBender Aufreinigung durch eine lonenaustauschersaule. Die photometrische
Messung der DNA Loésung bei 260nm und 280nm erlaubt eine Aussage Uber den
Reinheitsgrad der DNA, wobei der Quotient aus OD2gonm:OD2gonm bei einer hohen Reinheit

zwischen 1,6 und 2 liegen sollte.

4.2 Zellkultur

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen (Heraeus, Laminair, Sicherheitsstufe 2) mit
autoklavierten oder sterilfiltrierten Lésungen, sterilen Kunststoffmaterialien oder auto-
klavierten Glaswaren unter Verwendung steriler Nahrmedien durchgefuhrt. Samtliche
Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit gehalten. Die
Zentrifugation der Zellen fand, soweit nicht anders vermerkt, bei 1000UPM und 25°C

(Heraeus, Megafuge) statt.

4.2.1 Einfrieren, Lagerung und Rekultivierung der Zellen

Die Langzeitlagerung von Zellen erfolgte in Kihllagertanks mit flissigem Stickstoff. Zum
Einfrieren der Zellen wurden diese durch Inkubation mit Trypsin/EDTA von der Kulturplatte
gelést und in 1ml Einfriermedium bestehend aus 10% DMSO, 10% FCS und 80% des
jeweiligen Kulturmediums aufgenommen. Je nach Bedarf wurden die Zellen in kleinere
Portionen aliquotiert und in einem Styroporrack Uber Nacht bei -80°C eingefroren. Am
folgenden Tag wurden die Aliquots in flissigen Stickstoff Uberfuhrt. Zur Rekultivierung der
Zellen wurden diese so schnell wie moglich in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und
direkt in der 10- bis 20fachen Menge an frischem vorgewarmten Medium verdidnnt und in
Kulturschalen bzw. — Flaschen verteilt. Am folgenden Tag wurden die adharenten Zellen zur

Entfernung von DMSO-Resten mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versorgt.

4.2.2 Kultivierung von HaCaT-Zellen

RoutinemaRig wurde die HaCaT Zelllinie in Anlehnung an die in der Promotionsarbeit von Dr.
Marc Schmidt (2001, Wirzburg) beschriebenen Kulturbedingungen in DMEM, supplementiert
mit 10% FCS, 2mM L-Glutamin und 100ug/ml Penicillin/Streptomycin, kultiviert. Um eine
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konstante Proliferationsrate zu erhalten, wurde das Medium alle 2 Tage gewechselt und die
Zellen etwa in einem 4-Tage-Rhythmus im Verhaltnis 1:5 gesplittet.

Fir Differenzierungsexperimente wurden die Zellen in einem ,low-calcium* Medium gehalten.
Dazu wurden sie fir eine Passage in calciumfreiem EMEM Medium, supplementiert mit 10%
Chelex behandeltem FCS und 100ug/ml Penicillin/Streptomycin, kultiviert. Der Calciumgehalt
des Mediums wurde mittels einer 250mM Calciumstocklésung (in Mg?/Ca?* freiem PBS)
direkt auf 0,05mM eingestellt. Um nicht durch das FCS die Calciumionenkonzentration
undefiniert zu modulieren, wurden diesem durch eine Behandlung mit Chelex 100 Resin

nach der Batch Methode zuvor die Ca?* lonen entzogen (Hennings et al., 1980a).

4.2.3 Kultivierung neonataler primarer Keratinozyten (NHEK)

Primare Keratinozyten wurden anfangs aus frisch biopsierten Vorhauten gesunder
Neugeborener selbst isoliert, welche vom American Hospital in Wirzburg bezogen wurden.
Im spateren Verlauf der Arbeiten an der Universitat Disseldorf wurden bereits isolierte und

gepoolte NHEKSs der Firma Clonetics (via Cambrex) verwendet.

Gewinnung primarer Keratinozyten aus neonataler Vorhaut:. Zur Praparation der NHEKs
wurden Vorhautpraparationen mehrerer Neugeborener (in Transportmedium bei 4°C
gelagert, nicht alter als 6-8 Stunden) mehrmals mit sterilem PBS gewaschen und mit einem
sterilen Skalpell in ca. 5 x 5mm grof3e Sticke zerteilt. Zur Trennung der Epidermis von der
Dermis wurden diese Stickchen mit der Dermis nach oben fir 12 bis 16h in 5ml
Sucrose/Trypsin-Lésung in 6cm Petrischalen bei 4°C gelagert und am Ende der
Inkubationszeit in 10% FCS (in PBS) uberfuhrt. AnschlieRend wurde die Epidermis mit
sterilen Pinzetten von der Dermis abgezogen und in einem 15ml Roéhrchen mit 1x
Trypsin/EDTA fur 1h bei 37°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden von der Oberseite der
Dermis die an ihr verbliebenen basalen Keratinozyten mit dem Skalpell durch mehrmaliges
Kratzen abgel6st und in ein 15ml-Roéhrchen Uberfuhrt. Das Rohrchen wurde 5min bei
1000UPM abzentrifugiert und nach ungebremstem Auslaufen des Rotors das Pellet in 5ml
frischem KGM2 aufgenommen. Nun wurde die Zellsuspension in eine mit FCS vorinkubierte
T25—Kulturflasche (2ml FCS flr 30min bei 37°C vorinkubieren, dann absaugen) Uberflhrt
und bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anfangs wurde das Medium taglich gewechselt, um
die abschwimmenden toten Zellen zu entfernen. Nach 1 bis 2 Wochen wurde in der
Primarkultur Konfluenz erreicht.

Primare Keratinozyten sollten passagiert werden, bevor sie 100% Konfluenz erreichen, weil
es sonst, im Gegensatz zu HaCaT Zellen, zur terminalen Differenzierung der Zellen kommt.

Wichtig bei der ersten Passage ist, die anderen Zellen der Primarkultur, vor allem
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Fibroblasten oder Melanozyten, aus der Kultur durch selektive Trypsinierung zu entfernen.
Dazu nutzt man den Vorteil, dass sich ,Fremdzellen® unter Trypsineinwirkung schneller vom
Boden der Kulturflasche 16sen und somit friher entfernt werden kénnen. Um nun einer
Vorstimulation in Richtung Differenzierung entgegenzuwirken, wurde ab nun das FCS gegen
eine Trypsin-neutralisierende Losung (trypsin neutralising solution; TNS) ausgetauscht.

Zur selektiven Trypsinierung wurde die Primarkultur einmal mit PBS gewaschen und mit 4ml
Trypsin/EDTA pro T25 Kulturflasche vorerst flir 2min im Brutschrank inkubiert. Alle Zellen
auller Keratinozyten losten sich rasch vom Substrat ab. Sobald diese Zellen nach
zusatzlichem mehrmaligem Klopfen gegen den Flaschenboden geldst wurden, saugte man
das Trypsin mit diesen Fremdzellen ab und gab erneut 4ml frisches Trypsin hinzu. Die
verbliebenen Keratinozyten brauchten nun ca. weitere 6min zum Ablésen und wurden dann
in ein vorbereitetes Reaktionsgefall (6ml KGM2 + 8ml TNS) Uberfuhrt. Die Flasche wurde mit
weiteren 5ml KGM2 nachgespllt und die Suspension zentrifugiert (5min bei 180xg). Das
Zellpellet wurde in 20ml frischem KGM2 resuspendiert und in 2 T75 (75cm?) eingesetzt.
Diese Flaschen wurden mit 10ml KGM2 ca. 30min bei 37°C im Brutschrank vorinkubiert.

Bei einem Konfluenzgrad von ca. 70-80% (nach etwa 14 Tagen) wurden die Zellen
schlieRlich abtrypsiniert und nach Bestimmung der Zellzahl aliquotiert zu je 2 bzw. 4 x 10°
Zellen pro Kryoréhrchen. Die NHEK-Aliquots wurden flir 24h bei -80°C eingefroren und dann

in flissigem Stickstoff gelagert.

Auftauen und Passagieren primarer Keratinozyten: NHEKs wurden entweder direkt in 6-
well-Platten (5x10° Zellen/ml) oder in 6cm Petrischalen (1x10° Zellen/ml) aufgetaut. Die
jeweiligen Kulturgefale wurden auch wieder mit ,low calcium” KGM2 (H) fir 30min bei 37°C
vorinkubiert und dann mit der Zellsuspension beschickt (vgl.: 4.2.1). Hier wurde bereits
Keratinozytenmedium mit niedriger Calciumkonzentration (0,05mM CacCl,) verwendet, um ein

Optimum an Proliferation und ein Minimum an Differenzierung zu erzielen.

Kommerziell erworbene Keratinozyten der Firma Cambrex: Kommerziell erhaltliche
NHEKSs wurden vorisoliert und gepoolt in Kryoréhrchen geliefert und nach Protokoll der Firma
Cambrex aufgetaut. Kulturgefale wurden mit KGM2 30min vorinkubiert und die
Kryordhrchen in einer Zelldichte von 3000 Zellen/cm? auf T25 Flaschen ausgesat. Nach ca.
ein bis zwei Wochen wurde eine Konfluenz von ca. 70-80% erreicht und die Zellen ein
weiteres Mal mit einer Zelldichte von 3000 Zellen/cm? in T75 Flaschen gesplittet. Wurde nun
wieder nach ca. eine Woche die Konfluenz erreicht, dann wurden die Zellen wie oben
beschrieben abgeldst, gezahlt und zu 2 x10° bzw. 4x10° Zellen pro Aliquot eingefroren. Auch

diese Zellen wurden fir die Experimente, wie oben beschrieben, direkt verwendet.
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4.2.4 Kultivierung von Phonix-Zellen (HEK 293T-Basis)

Phonix-Zellen, basierend auf 293T Zellen, sind Verpackungszelllinien zur Produktion von
ecotrophen und amphotrophen Retroviren. Sie wurden in DMEM supplementiert mit 10%
FCS, 100ug/ml Penicillin / Streptomycin und 2mM L-Glutamin kultiviert. Diese adharenten
Zellen wurden bei einem Konfluenz-grad von etwa 70-90% in einem Verhaltnis von 1:5 bis
1:10 passagiert. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und durch eine 3- bis 5-
minudtige Inkubation mit 1x Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%) aus der Kulturflasche gelost. Nach
der Zellablésung erfolgten die Aufnahme der Zellen in frischem Medium und die Aussaat in

neue Kulturflaschen.

4.2.5 Herstellung von Retrovirus produzierenden Zelllinien mit Lipofectamine 2000

Lipofectamine 2000 ist ein polykationisches lipidhaltiges Reagenz, mit dessen Hilfe DNA,
RNA oder Proteine in eukaryontische Zellen eingebracht werden kénnen (Sells et al., 1995).
Am Tag vor der geplanten Transfektion wurden 3x10° Phonixzellen pro 10cm Petrischale
ausgesat. Diese Zellen wurden in Antibiotika-freiem DMEM Medium kultiviert, da Penicillin
und Streptomycin die Effizienz der Transfektion erheblich mindern.

Zur Transfektion wurden 50pl Lipofectamine 2000 mit 1ml OptiMEM in einem 5ml Réhrchen
unter Vortexen tropfenweise gemischt; diese Suspension wurde flr 5min bei RT stehen
gelassen. In der Zwischenzeit wurden pro 10cm Schale 16ug GAG-Pol, 5ug pVSV-G und
7ug des zu transfizierenden Konstrukts in einem sterilen 5ml Réhrchen vorgelegt.

GAG st ein Polyprotein und bildet die virale Kernstruktur aus. Durch Zugabe des viralen
Hullproteins Vesikulares Stomatitis Virus Glykoprotein (VSV-G) wird die Transfektion der
Zielzellen erhoht. Pol steht fiir das Enzym Reverse Transkriptase und ist essentiell fur die
Umschreibung des viralen RNA Genoms in eine doppelstrangige DNA.

Nach Ablauf der 5min wurde der Lipofectamine—OptiMEM Ansatz wiederum tropfenweise
dem DNA Gemisch unter standigem Vortexen zugegeben. Nun wurde dieser Ansatz flr
15min bei RT inkubiert. Bei den Phdnixzellen wurde wahrend der Inkubationspause ein
Mediumwechsel mit DMEM-FCS (ohne Antibiotika) gemacht, um auch noch letzte Reste von
Antibiotika und Trypsin zu entfernen. Nach Ablauf der 15min wurde der DNA-Lipofectamine-
OptiMEM Ansatz vorsichtig zu den Zellen pipettiert und zur besseren Mischung leicht
geschwenkt. Fur die erfolgreiche Transfektion der Zellen wurden diese nun wieder bei 37°C
im Brutschrank inkubiert.

Das Gemisch aus Virus und Nahrmedium wurde nun 3 Tage lang taglich abgenommen und

durch frisches DMEM-FCS ersetzt. Der Virusuberstand selbst wurde gesammelt, nun
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entweder frisch verwendet, oder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C zur
spateren Verwendung gelagert. Um eine Anreicherung des Virus im Medium zu erzielen,
wurden ab dem zweiten Tag allerdings nur noch 5ml frisches Medium pro 10cm Schale

verwendet.

Herstellung stabiler Virus-produzierender Phonix-Zelllinien: Stabile Phoénix-Linien
konnten durch Selektionieren der Zellen mit Zeozin (400ug/ml) mindestens 48h nach
Transfektion hergestellt werden. Dazu sollte jedoch auf jeden Fall eine Kontrolle der GFP-
Expression als Kontrolle der Infektion zuvor erfolgen (FACS oder fluoreszenzoptisch). Die
Zellen wurden in ausreichender Menge kultiviert und portionsweise eingefroren. Die Zellen
muissen nicht dauerhaft unter Selektionsdruck gehalten werden, aber von Zeit zu Zeit

nachkontrolliert und ggf. nachselektioniert werden.

4.2.6 Virale Infektion von HaCaT-Zellen

Zwei Tage vor der retroviralen Virusinfektion wurden HaCaT Zellen standardmaRig abgelost
und in 6-well-Platten ausgesat. Pro 6-well wurden 2 bis 2,5 x 10° Zellen eingesetzt. Die
Produzenten-Zellen wurden entweder frisch mit den Konstrukten transfiziert, oder als stabile
Zelllinie mit 3x10° Zellen pro 10cm Schale ausgesadt. Am Abend vor der geplanten
Transfektion wurden beide Zellarten mit frischem Medium versorgt.

Die Virusinfektion erfolgte an zwei aufeinander folgende Tage in identischer Weise.

Der VirusUberstand von den Phdnix-Zellen wurde gesammelt und durch einen 0,45um
Sterilfilter in ein 50ml Réhrchen sterilfiltriert. Nun erfolgte die Zugabe von Polybrene 1:1000
zum Virusuberstand fir eine Endkonzentration von 5ug/ml. Das Medium auf den HaCaT
Zellen wurde abgesaugt und jedes 6well mit 2ml Virustiberstand / Polybrene lberschichtet.
Nun erfolgte eine Zentrifugation bei 2000UPM fur 3h bei 30°C in Ausschwingrotoren einer
Megafuge von Heraeus. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und durch
frisches Medium ersetzt. Diese Abfolge der Infektion wiederholte sich am darauf folgenden

Tag wieder.

Transiente Plasmidexpression: Fir eine transiente Expression wurden die Zellen ohne
Antibiotika-Selektionierung zwei Tage nach der zweiten Infektionsrunde fir Experimente
herangezogen. Hierbei ergab sich eine Effizienz von bis zu 70% drei Tage nach Infektion.

Die Effizienz wurde mittels GFP-Expression des Plasmids im FACS gemessen.
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Stabile Plasmidexpression: Um stabile HaCaT Zelllinien zu erhalten, wurden diese mit
Zeozin (400ug/ml) flir mindestens 14 Tage selektioniert. AnschlieRend wurden die Zellen in

ausreichenden Mengen fur spatere Versuche eingefroren.

4.2.7 Retrovirale Infektionen von NHEK Zellen

Primare Keratinozyten sind im Gegensatz zu HaCaTs um einiges empfindlicher,
beispielsweise gegenuber Stress und kdnnen auch leichter ausdifferenzieren. Daher wurde
hier das Protokoll zur retroviralen Infektion abgewandelt.

Zur Infektion der NHEKs wurden die Virus-produzierenden Phonix-Zellen am Vorabend mit
5ml ,low calcium* KGM2 (H) uberschichtet. Am Morgen des Infektionstages wurde das
Medium abgenommen und gepoolt. Die Phonix-Zellen wurden nun fir zwdlf Stunden mit
frischem DMEM versorgt. Am Abend wurden die Zellen wieder mit 5ml ,low calcium* KGM2
(H) Uberschichtet.

So wurde gewabhrleistet, dass die Phonix Zellen keinen all zu groRen Schaden wegen
fehlender Wachtumsfaktoren nahmen, jedoch die Keratinozyten wahrend der Infektion nicht
der héheren Calcium-Konzentration des DMEM (ca. 0,15mM) ausgesetzt werden mussten.
Der Virusuberstand gleicher Linien wurde vereinigt, sterilfiltriert und mit 5ug/ml Polybrene
versetzt. Die Zellen, ausgesat in 6well-Platten, wurden auch hier wieder mit je 2ml
Virusmedium Uberschichtet. Der Zentrifugationsschritt wurde - anders als bei HaCaTs - in
einer auf 32°C erwarmten Zentrifuge fir 3h bei 300xg durchgefiihrt. Danach erfolgte ein
Mediumwechsel mit frischem KGM2 (H). Im Gegensatz zu HaCaTs wurden die primaren
Keratinozyten nur einmal infiziert, das heif3t die Zellen bekamen taglich frisches ,low calcium®
Medium und wurden 48h nach Infektion den Versuchen zugefuhrt.

Da eine Selektion mit Zeozin eine Wirkung nach ca. 7 bis 10 Tagen zeigt, wurden alle

Experimente mit transient infizierten nicht selektierten Keratinozyten durchgefuhrt.

4.2.8 Immunfluoreszenzoptische Dokumentation der Transfektionseffizienz

Um die Infektionseffizienz des gewlinschten Plasmids kontrollieren zu kénnen, wurde ein
Vektor gewahlt, der zusatzlich ,green fluorescence protein® (GFP) exprimiert. Die
Fluoreszenz konnte wahlweise mittels FACS (vgl.: Kapitel 4.3.6) bzw. Fluoreszenzmikroskop
angeregt und analysiert werden. In Phonixzellen wurden nach Transfektion mit
Lipofectamine 2000 ca. 60% und in Keratinozyten mittels retroviraler Infektion bis zu 90%

Effizienz erzielt.
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4.2.9 Stimulation und Inhibitorinkubation

Um nun die Differenzierung der NHKs zu induzieren, wurde das ,ow calcium*
Versuchsmedium KGM2 (H) gegen ein ,high calcium* Stimulationsmedium KGM2
ausgetauscht. Dazu wurde Calcium in einer Endkonzentration von 1,0mM aus einer
Stocklésung von 250mM Calciumchlorid (in PBS, sterilfiltriert) direkt zu dem Kulturmedium
pipettiert und die Kulturschale zur Mischung sanft geschwenkt. Bei der Verwendung anderer
Stimuli wurden die Agenzien ebenfalls direkt aus einer Stocklésung dem Kulturmedium
zupipettiert, oder, bei Unloslichkeit in wassrigen Losungen, in dem jeweiligen Losungsmittel
vorverdunnt. Bei Zugabe von Inhibitoren wurde genauso verfahren und diese vor Stimulation
jeweils fur 60min vorinkubiert. Die eingesetzten Endkonzentrationen der verwendeten Stimuli

und Inhibitoren sind im Ergebnisteil im Detail angegeben.

4.3 Proteinanalyse

4.3.1 Lysis humaner Keratinozyten zur Proteinanalyse

Zur Lyse von Zellen wurden diese nach einmaligem Waschen mit eiskaltem PBS direkt in der
Kulturschale fur mindestens 30min bei 4°C in TLB—Puffer inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen in ein gekuhltes Mikrozentrifugenrohrchen Uberfuhrt und
die unléslichen Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 4°C und 14000UPM abgetrennt. Der
Proteingehalt in den Uberstdnden wurde standardmaBig unter Verwendung des BioRad-
Proteinassays nach Herstellerangaben im Photometer bestimmt. Fir den Westernblot

bestimmte Lysate wurden bei -20°C und Lysate fir den EMSA bei -80°C gelagert.

4.3.2 Immunprazipitation

Die zu erntenden Zellen wurden wie oben beschrieben lysiert und pelletiert. Abschliel3end
wurde ihr Proteingehalt bestimmt. Die Ansatze wurden auf eine bestimmte Protein-
konzentration eingestellt (= 300pg). Jedem Ansatz wurden 25ul Protein A—Agarose (bei
Maus- und Kaninchen-Antikorper) und 1-5pl AntikGrper gegen das zu untersuchende Protein
zugefugt. Nach der Inkubationszeit von 3h bei RT bzw. Uber Nacht bei 4°C auf dem
Rotationsschittler wurden die entstandenen Immunkomplexe durch Zentrifugation (3min,
14000UPM, 4°C) pelletiert, der Uberstand abgenommen und die Pellets 2-mal mit
salzhaltigem TLB (TLB mit (73ul/ml) 5M NaCl) gewaschen.
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4.3.3 Kinase-Assay

Durch Zugabe von **P—yATP und einem geeigneten Substrat zu immunoprazipitierten
Kinasen kann man in vitro die Kinaseaktivitat messen, da diese Enzyme die Fahigkeit
besitzen, y-Phosphatgruppen von ATP auf ein Substrat zu Ubertragen.

Hierzu wurden die Kinasen, wie oben beschrieben, mit spezifischen Antikérpern
immunprazipitiert, zwei Mal mit TLB-Puffer gewaschen und anschlieBend zwei weiteren
Waschschritten mit Kinasepuffer unterzogen. Daraufhin setzte man einen Reaktionsmix an,
der fiir jede Probe 100uM ATP, 1ug geeignetes Substrat, 20ul Kinasepuffer und 5uCi *P-
y—ATP enthielt. 20ul des Reaktionsmixes wurden jeder Probe zugegeben und anschliefsend
15min bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Die Zugabe von 6ul 5x SDS-Probenpuffer
beendete die Reaktion und die darauf folgende Inkubation fiir 5min bei 95°C denaturierte die
Proben. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt, der die Agarosepartikel sedimentieren

sollte, wurde der Uberstand auf ein SDS-Polyacylamidgel aufgetragen.

4.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteinen wurden diese zunachst durch eindimensionale Gelelektrophorese
mit denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE) entsprechend ihrem Molekular-
gewicht fraktioniert. Die dazu benutzten Gele setzen sich aus einem 5%igem Sammelgel und
einem Trenngel mit abweichendem pH-Wert zusammen. Der Acrylamidgehalt (7,5% bis
15%) des Trenngeles richtet sich dabei nach der GroRe der zu untersuchenden Proteine. Die
nachfolgende Tabelle enthalt das Pipettierschema, nach denen die einzelnen Gele gegossen
wurden, sowie die Auftrennungsoptima der verwendeten Trenngele. Die Zusammen-

setzungen der Vormischungen fir Laufgel und Sammelgel sind im Kapitel 3.5 beschrieben.

Gelkonzentration 5% Sammelgel 7,5% 10% 12,5% 15%

(20ml) (20ml) (10ml) (10ml) (20ml)

30% Acrylamid 1,24ml 2,8ml 3,4ml 4,1ml 5,1ml

Laufgel-Vormix - 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
Trenngel-Vormix 8,6ml - - - -

bidest. H,O - 4,6ml 4,0ml 3,3ml 2,3ml

APS 0,16ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml

Auftrennungsoptimum > 90kDa 40-90kDa 20-40kDa < 20kDa

Tab.4.1: Pipettierschema zur Herstellung von Trenn- und Sammelgelen und deren

Auftrennungsoptimum.
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Nach Polymerisierung des Gels wurden die einzelnen Proben im Verhaltnis 4:1 mit 5x
Probenpuffer gemischt und die enthaltenen Proteine durch funfminutiges Aufkochen bei
95°C denaturiert. Standardmalfig wurden 20ug jeder Probe auf ein Minigel geladen, und die
Proteine anschlieBend mit Hilfe eines kontinuierlichen Tris/Glycin-Puffers (SDS-PAGE-

Puffer) bei einer konstanten Stromstarke von 25-80mA fraktioniert.

4.3.5 Western Blot

Gleiche Mengen Totallysat oder eines Immunprazipitats wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend in einer Nass-Elektroblotkammer (BioRad) in 4°C kaltem
Blottingpuffer bei einer Stromstarke von 200mA auf Nitrocellulose (0,2um) oder methanol-
aktivierter PVDF-Membran Uberflhrt. Die Dauer des Transfervorganges richtete sich dabei
sowohl nach der Grélke der nachzuweisenden Proteine, sowie nach der Dicke und Flache
des Gels und betrug bei einem Minigel (6x9cm, 1,5mm Dicke) zwischen 40min bei sehr
kleinen Proteinen (z.B.: p21, 21kDa) und 2h bei Proteinen Uber 100kDa (z.B.: Involucrin,
120kDa). Nach dem Blotvorgang wurde die Membran direkt zur Blockierung unspezifischer
Anikérperbindungen fiir 1h in Milchpulver-Blockingpuffer geschwenkt. Zum Nachweis der
einzelnen Proteine wurde die Membran dann mit dem passenden Primarantikérper, verdinnt
in frischem Milchpulver-Blockingpuffer, bei 4°C Uber Nacht, oder fir 1-3h bei RT inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in PBST (je 10min) wurde der Antikorper fir eine 45minltige
Inkubation mit dem jeweiligen (gegen den Primarantikorper gerichteten) HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper erneut in Milchpulverlésung geschwenkt. Nun wurde erneut dreimal
10min mit PBST gewaschen und der HRP-gekoppelte Sekundarantikbrper nach dem Prinzip
der verstarkten Chemolumineszenz (enhanced chemoluminescence, ECL) mit Reagenzien
und Rontgenfiimen der Firma Amersham dem Herstellerprotokoll entsprechend

nachgewiesen.

4.3.6 Durchflusszytometrie

Die Untersuchung von Zellen in der Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Scan,
FACS) erlaubt die quantitative und qualitative Erfassung zelluldrer Charakteristika auf
Einzelzellniveau innerhalb einer grélieren Zellpopulation. Man erhalt Informationen Uber die
ZellgroRe (Forward Scatter, FSC), die Zellgranularitdt (Side Scatter, SSC) und die
Fluoreszenzintensitat der an- oder eingelagerten Farbstoffe (Detektionskanale: FL1, FL2,
FL3).
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Oberflachen-FACS: Zur Detektion mittels fluoreszenzmarkierter Antikérper von induzierten
Oberflachenmolekiilen wurden 5x10° Zellen pro Ansatz von der Zellkulturflasche abgeldst
und in 15ml Roéhrchen Uberfuhrt. Anschlielend an den Zentrifugationsschritt (1200UPM,
5min, 4°C) erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 1x PBS. Zur Blockierung von
unspezifischen Oberflachenbindungen wurde mit einer 1%igen BSA/PBS-Lésung fir 30min
auf Eis inkubiert und anschlieBend wieder abzentrifugiert. Nun wurde der Uberstand
abgeschittet, wodurch eine Restflissigkeit von ca. 200ul Ubrig blieb. Diese wurde zu je
100ul in 2 Napfe einer 96well-Platte mit V-Boden aliquotiert. Die Zellen wurden kurz pelletiert
(1200UPM, 5min, 4°C), wobei es sich beim Trennen des Uberstandes vom Zellpellet
empfiehlt, den Flissigkeitstiberstand nicht abzusaugen sondern abzuklopfen. Anschlielend
wurden dann die Pellets in 100yl Primarantikdrperlésung (1:100 in 1% BSA/PBS-LAsung)
resuspendiert. Die Inkubation erfolgte fir 45min auf Eis, dann wurde dreimal mit 150ul 1%
BSA/PBS gewaschen (1200UPM, 5min, 4°C) und das Pellet in 100ul Sekundarantikorper
(1:250 in 1% BSA/PBS-L6sung) resuspendiert. Damit der gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff
nicht ausbleichte, erfolgte die Inkubation fur weitere 45min auf Eis im Dunkeln. AnschlieRend
erfolgte wiederum ein dreimaliges Waschen der Proben mit 150ul 1% BSA/PBS, wobei die
Proben beim letzten Resuspendierungsschritt in spezielle FACS-Réhrchen tberflihrt wurden.

Nun wurden die Proben auf Eis gelagert und baldmoglichst mittels FACS analysiert.

4.3.7 Immunfluoreszenzfarbung

Fir Immunfluoreszenzfarbungen wurden HaCaTs in 8-kammerigen Glas-Chamberslides
ausgesat und in DMEM Kkultiviert. Nach Stimulation wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und 10min bei RT mit 3,7%iger Formaldehydldsung (in PBS) fixiert. Die
Formaldehydreste wurden durch zwei Waschschritte mit PBS entfernt und die Zellen dann
fur 10min mit 0,5% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Zur Blockierung unspezifischer
Antikérperbindungen wurden diese fur 30min mit einer Blockierldsung (1% BSA / 1% Ziegen-
Normal Serum in PBS) Uberschichtet und anschlieBend zum spezifischen Nachweis der
jeweiligen Proteine fur 45min mit einer geeigneten Primarantikdrperverdinnung, angesetzt in
Blockierldsung, inkubiert. Danach wurde der ungebundene Primarantikbrper durch
dreimaliges Waschen mit 1% BSA/PBS entfernt und zum Nachweis des Antigen-
Antikérperkomplexes der passende Phycoerythrocin (PE)-gekoppelte Sekundarantikérper
(1% BSA in PBS) aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 45min im Dunkeln wurde
dreimal intensiv mit PBS gewaschen und die Zellen in Eindeckmedium (mit DAPI)
eingebettet. Die Praparate wurden mit Nagellack luftdicht versiegelt und die Farbungen meist

sofort im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
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4.3.8 ,Enzyme linked immmunosorbent assay” (ELISA)

Beim ELISA bindet man die nachzuweisende Substanz zunachst an eine feste Phase und
gibt dann Antikorper gegen die Substanz hinzu, an die ein Enzym (oft eine Peroxidase)
gekoppelt ist (“Sandwich-Prinzip”). Als Substrat fur das Enzym zugegebener Farbstoff kann
mittels Photometrie quantitativ detektiert werden.

HaCaT-Zellen wurden entsprechend in 6well Platten eingesetzt und bei 80-%iger Konfluenz
sowohl mit 1mM CacCl, alleine als auch mittels einer Kombination von 1mM CaCl, und 10nM
TPA stimuliert. Nach mindestens 24 Stunden wurde der Uberstand abgehoben und in sterile
MikroreaktionsgefaRe Uberfihrt. Nun wurde der Uberstand abzentrifugiert (10min bei
14000UPM) und bei -20°C zur weiteren Verwendung eingefroren.

Der ELISA selbst wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Eine ImmunoMaxi Sorb-
Platte wurde Uber Nacht mit Capture Antibody (Coating Buffer: 0,1M Natriumcarbonat pH
9,5) beschichtet, dann wurde dreimal mit PBS + 0,05% Tween-20 gewaschen. Anschlielend
wurde die Platte fur 1h bei RT mit PBS + 10% FCS geblockt. In dieser Losung wurden auch
alle Antikérper, Proben und der Standard verdinnt. Hierauf erfolgte wieder ein dreifacher
Waschschritt, dem das Auftragen der Proben und des Standards folgte. Diese inkubierten fir
2h bei RT in der Platte, wobei anschlielend fiinfmal gewaschen wurde. Nun erfolgte die
Inkubation des zweiten Antikorpers in einer Arbeitslosung (Detection Antibody + Av-HRP) fir
1h. Dann wurde siebenmal mit PBS + 0,05% Tween-20 gewaschen, die Substrat-Lésung
(Tetramethylbenzidine und Hydrogenperoxid, verwendet wurde das BD Pharmingen TMB
Substrate Reagent Set) aufgetragen und weiter 30min im Dunkeln inkubiert. Nun musste nur
noch die Stop-Lésung (2N H,SO,) zugegeben werden und in einem ELISA-Reader bei

450nm ausgelesen werden.

4.3.9 DNA-Protein-Bindungsassay [Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)]

Die sequenzspezifische Bindung von Proteinen an doppelstrangige DNA kann ermittelt
werden, indem man Proteine mit radioaktiv markierten DNA-Sequenzmotiven inkubiert und
die entstehenden Komplexe in einem nativen Polyacrylamidgel auftrennt. DNA Fragmente,
an die ein Protein gebunden sind, wandern im Gel langsamer und kénnen dadurch von
ungebundener DNA getrennt werden. Synthetische Kompetitoren wie Poly dI/dC verhindern
eine unspezifische DNA-Bindung durch Proteine an der Bindeprobe, indem sie in 2000-
10.000fachem Uberschuss (der Bindeprobe) dem Versuchsansatz hinzugefiigt werden. Der
Nachweis einer spezifischen DNA-Protein-Wechselwirkung erfolgt durch Kompetition mit

einem Uberschuss des entsprechenden nicht markierten Oligonukleotids.
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Herstellung von Kernextrakten: Die Herstellung der Protein-Kernextrakte fand in
Anlehnung an das Protokoll von Andrews und Faller (Andrews and Faller, 1991) statt.
Abweichend davon wurden die Zellen (1x10” Zellen/6cm Schale) mit 4°C kaltem 1x
PBS/Vanadat (1:1000) vor dem Abschaben gewaschen. Der Waschiberstand wurde
abgesaugt und die Schale mit 1ml PBS/Vanadat befiillt, nun wurden die Zellen mit einem
Zellschaber abgekratzt und in ein steriles Mikroreaktionsgefald tUberfihrt. Die Zellen wurden
bei 4°C fur 2min bei 14000UPM sedimentiert und der Uberstand verworfen. Jeder Ansatz
wurde mit 400ul Puffer A resuspendiert, fur 10min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde fir
10sec gevortext und dann fiir 20sec bei 14000UPM zentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 bis
50ul Puffer C resuspendiert, abhangig von der zu erwartenden Proteinkonzentration, und
20min auf Eis inkubiert. Der verbliebene Zelldebris wurde im Anschluss fiur 2min bei
14000UPM und 4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde abgehoben, in ein frisches
Mikroreaktionsgefald Uberfuhrt und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die

Ausbeute betrug zwischen 100ug und 200ug pro 107 Zellen.

Radioaktive Markierung einer DNA-Sonde: Als DNA-Sequenzmotiv wurde ein Fragment
eines NF-kB Erkennungsmotifs verwendet, welches als doppelstrangige DNA vorlag. Um
nun die Polynukleotidkette radioaktiv markieren zu kénnen, wurde am 5°-Ende ein radioaktiv-
markiertes Phosphat eingebaut. Fir diese Reaktion des ,end labellings* verwendet man die
T4 Polynukleotid Kinase (T4-PNK). Hierzu wurde ein Ansatz bestehend aus 8ul ddH,0, 2ul
Puffer A der T4-PNK, 4ul des NF-kB Oligonukleotids, 5ul *P y-dATP und 1ul T4-PNK
gemischt und fur 1h bei 37°C inkubiert. Die Auftrennung der Sonde vom freien ATP erfolgte
Uber eine Sephadex G50-Saule und die Aktivitat der markierten Probe wurde im
Szintillationszahler bestimmt. Fir einen EMSA wurde das markierte DNA-Equivalent von ca.

40.000 ,counts per minute (cpm) pro Kernextraktprobe verwendet.

» Electrophoretic mobility shift assay” (EMSA): 5ug Kernextrakt wurden auf 9,5ul Volumen
eingestellt. Aus einem Puffervormix, bestehend aus 5x Gelshiftpuffer, Tmg/ml BSA, 1mM
DTT, 200pM PMSF und der berechneten Menge an radioaktiv markierter Sonde, wurden
9,5ul zu den vorbereiteten Kernextraktproben gegeben, vorsichtig gemischt und fur 10min
bei RT inkubiert. Ein natives Gel (4,5% Polyacrylamid, 7ul/ml 10% APS, 0,7ul/ml TEMED,
0,5x TBE, 6,5% Glycerol) wurde nach 20 mindtigem Vorauf mit den Proben beladen. Der
Lauf erfolgte bei 220V fir ca. 2-3h in 0,25fachem TBE-Puffer. AbschlieRend wurde das Gel
auf ein Blatt Whatman Papier transferiert und fir ca. 1h bei 80°C auf einem Geltrockner
getrocknet. Roéntgenfiime wurden zur Exposition des Gels meist 1 bis 3 Tage bei -80°C

aufgelegt.
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5. Ergebnisse

5.1 Aktivierung der IKK/NF-xB Sighalkaskade wé&hrend der Calcium-induzierten

Differenzierung

Wahrend humane Keratinozyten wachsen und in vitro differenzieren, spreizen sie sich in
diinnen Schichten aus und behalten trotzdem die klassische Organisation der intakten Haut
bei. Extrazellulare Calcium-Konzentrationen > 0,1mM initieren eine Kaskade von
Ereignissen, bei denen sich Keratinozyten von kleinen proliferierenden Zellen in einer
Monolayer-Schicht zu gestreckten Schichten mit verhornenden Membranen wandeln
(Hennings and Holbrook, 1983; Eckert, 1989b). Zu diesen Ereignissen tragen auch eine
Reihe von Signaltransduktionswegen bei, die, wie zum Beispiel der IKK/IxBa/NF-xB
Signalweg, eine entscheidende Rolle bei der Regulation zelluldarer Wachstums- und
Differenzierungs-vorgange spielen. So wird zum Beispiel NF-kB als wichtiger Regulator der
Keratinozytenproliferation und -differenzierung in der Epidermis der Maus angesehen (Seitz
et al., 1998c). Hierbei war allerdings bislang unklar, ob die NF-«xB Abhangigkeit der
Differenzierung ein Keratinozyten autonomes Phanomen darstellt oder Uber parakrine
Wechselwirkungen mit anderen Zellen zustande kommt.

Zur Klarung der Frage, ob die Calcium-induzierte Differenzierung von isolierten humanen
Keratinozyten mit einer Aktivierung von NF-kB assoziiert ist, wurden primare Keratinozyten
durch Anhebung des extrazellularen Calciumgehaltes von 0,05mM auf 1mM stimuliert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Aktivierungszustand der IKK durch einen Kinaseassay
nachgewiesen (Abb.5.1 A). Hierbei wurde der kB Kinase Komplex IKK1/2 immunoprazipitiert
und nach Waschschritten zur Aufreinigung mit dem Substrat Glutathion S-Transferase
(GST)-IkBa in Reaktion gebracht. Im Versuch zeigte sich eine biphasische Aktivierung der
IKK, gemessen an der in vitro-Phosphorylierung von GST-IkBa, wobei die erste
Phosphorylierung nach bereits 10 Minuten und ein zweiter Ho6hepunkt, beginnend nach circa
sechs Stunden, stattfanden. Diese zweite Stimulation erfolgte nicht so intensiv wie die erste,
zeigte sich aber als langer anhaltend. Das Maximum dieser ftransienten IkBa
Phosphorylierung zeigt sich erst circa 24 Stunden nach Stimulationsbeginn und war 12
Stunden spater (36 Stunden Zeitwert, vgl. Abb.5.1 A) vollkommen abgeklungen. Belegt
werden konnte diese durch die extrazellulare Erhéhung des Calciumspiegels bedingte
Aktivierung von NF-«xB in einem Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay (EMSA) unter Nachweis
der NF-kB-DNA-Bindungsaktivitdt durch Bindung einer p65-spezifischen DNA-Sonde an
Lysate von unbehandelten und stimulierten Keratinozyten (Abb.5.1 B). Dazu wurden
wiederum primare Keratinozyten mit 1mM Calcium-angereichertem Medium inkubiert und

Kernextrakte hergestellt. (vgl. Material/Methoden). Hierbei zeigt sich eine deutliche Erhéhung
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der NF-kB-DNA-Bindungsaktivitdt nach ca. 30min, mit der maximalen Aktivitat nach circa
einer Stunde. Auch hier nimmt die Bindungsaktivitat ab, jedoch wesentlich langsamer und
weiters konnte hier kein biphasischer Verlauf mit einer zweiten Aktivierung von NF-kB

nachgewiesen werden.
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Abb. 5.1: Erh6hung der extrazellularen Calciumkonzentration resultiert in einer
Aktivierung des IKK/NF«B Signalweg.

A) Primare Keratinozyten wurden mit 1mM CaCl, fir die angegebenen Zeitpunkte
stimuliert, anschlieBend lysiert und die Lysate mit IKKo/B Antikdrper  einer
Immunopréazipitation unterzogen. Die Aktivierung der Kinase wurde durch
Phosphorylierung von GST-lkBa als Substrat detektiert.
B) Primare Keratinozyten wurden wie oben stimuliert und Kernextrakte wurden
hergestellt. Im EMSA wurde durch Bindung von 5ug Extrakt pro Probe mit einer
spezifischen NF-xB DNA Sonde die Aktivierung von NF-xB autoradiographisch
nachgewiesen.

Die frihe calciuminduzierte Aktivierung des IKK/IkB/NF-kB-Moduls in diesem System kénnte
ein Hinweis darauf sein, dass dieser Signalweg in Keratinozyten an den intrinsischen
Mechanismen der Differenzierungsinduktion beteiligt ist. Um diese Hypothese weiter zu
untersuchen, musste nun ein geeignetes Untersuchungsmodell gefunden werden. Da jedoch
primare humane Keratinozyten, im Gegensatz zu den murinen, weniger gut charakterisiert
sind und sich wesentlich schwieriger kultivieren lassen, wurde fir erste Versuche die
spontan immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie HaCaT (human adult skin keratinocytes
propagated under low calcium conditions and elevated temperature (Boukamp et al., 1988))

herangezogen.
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5.2 Herstellung und Charakterisierung retroviral transduzierter Zelllinien zur

Untersuchung des NF-xB Signalweges

Die retrovirale Transfektion bietet eine Anzahl von Vorteilen, welche sie einmalig fiir den
Gentransfer macht. Durch die Integration der Virus-DNA in das Wirtsgenom werden stabile
Zellpopulationen erzielt, welche Uber viele Generationen hinweg das gewilnschte Gen
enthalten. Zusatzlich kann der retrovirale Promotor, abhangig von der o&rtlichen
Chromatinumgebung, die ihm unterstellten Gene direkt und mit hoher Effizienz exprimieren.
Auch lassen sich durch diese Methode ungleich héhere Transfektionsraten erzielen als mit
herkdbmmlichen Transfektionsmedien, wie zum Beispiel Lipofektamin oder der
Calciumphosphat-Methode. Als weiterer Vorteil erweist sich die Méglichkeit, dass sich Zellen
nach einer erfolgreichen Infektion erholen kénnen und somit der zelluldre Stress gesenkt
werden kann, bevor Experimente durchgefuhrt werden.

In unseren Experimenten wurden mittels retroviraler Transduktion ein Leervektor, zwei
verschiedene konstitutiv aktive Formen der IkB-Kinase 2 (IKK-EE und IKK-EEA10), eine
dominant negative Form der IKK2 (IKK2 KD), eine dominant negative Form der IKK1 (IKK1
KD) und eine nicht-degradierbare Form von IkBa (mut Ikba), ein so genannter
Superrepressor, in die Keratinozyten eingebracht (Denk et al., 2001b). Fir die HaCaT Zellen
wurden zwei Infektionsrunden und fiir die primaren NHK wurde nur eine Infektionsrunde
angewendet (siehe Material/Methoden). HaCaT Zellen wurden im Verhaltnis 1:5 in T75
Flaschen umgesetzt und mindestens 14 Tage mit 400ug/ml Zeozin selektioniert. Die
wesentlich empfindlicheren NHK wurden in geringerer Anzahl in den 6well-Platten ausgesat
und daher nach der Infektionsrunde in den Platten weiter kultiviert. Alle Zellen wurden
frihestens 48 Stunden nach der letzten Infektionsrunde auf das ebenfalls mitexprimierte
Grun-Fluoreszierende Protein (GFP, green fluorescent protein) in einem Fluoreszenz-
mikroskop und zur genauen Bestimmung der Infektionsrate in der Durchflusszytometrie
(FACS, fluorescence activated cell scan) uberprift. Die stabilen HaCaT Zelllinien wurden
wahrend der routinemaligen Passagierung alle vier Wochen nachkontrolliert und
gegebenenfalls nachselektioniert (fir HaCaT vgl. Abb.5.2 und fir NHK vgl. Abb.5.3 linke
Spalte).
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Abb. 5.2: Transduktionseffizienz der HaCaT Zellen nach retroviralem Gentransfer
FACS Analyse auf GFP-Expression in HaCaT Zellen nach 7 tagiger Selektion mit
400ug/ml Zeozin. Darstellung der ZellgréRe (FSC) gegen GFP. FACS Calibur,

Cellquest 1,0, 10000 Zellen gemessen.
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TIFACS Durchlicht Fluoreszenz
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Abb.5.3: Kontrolle der Transduktion von NHK nach retroviralem Gentransfer
NHK wurden 48h nach der retroviralen Infektion im FACS und im Fluoreszenzmikroskop auf
Expression des GFP-Reporterproteins kontrolliert. In den nachfolgenden Experimenten
wurden nur Zellenpopulationen mit mehr als 70% GFP-positiven Zellen verwendet.
(Axiovert 125 , 10-fache VergroRerung, Fluoreszenzkamera ProGress C14)
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Da die Expression des GFP-Proteins keinen RuUckschluss auf die interferierende
Funktionalitat der exprimierten Mutante zulasst, wurde deren Wirkung mittels Stimulation
durch ein stark NF-xB aktivierendes, proinflammatorisches Zytokin Uberprift. Dazu wurde
TNF-o ausgewahlt, da es NF-xB Uber den klassischen Weg der IKK/IkBa/NF-kB Kaskade
aktiviert und so deren Untersuchung ermdglicht. Die Zelllinien wurden mit 100ng/ml TNF-a
stimuliert, zu verschiedenen Zeitpunkten lysiert und im Western Blot analysiert. In HaCaT
Zellen zeigt sich die Degradation des Inhibitors von NF-kB, IxBa, bereits nach 10 bis 20
Minuten (Abb.5.4: Wildtyp und Leervektor), wobei das resynthetisierte Protein nach circa 60
Minuten in ahnlicher Menge wie zu Anfangs wieder vorlag. Deutlich ist im Versuch bereits
nach 10 Minuten die Degradation von IkBa zu erkennen und im Zeitverlauf (30, 45 und 60
Minuten) kehrt die Bande wieder zurlick, was durch die Resynthese von IkBa, welches

selbst ein Zielgen von NF-«B ist, erklarbar wird.

HaCaT NHK

0 10 20 30 45 60 min TNF 0 10 20 30 45 60 min TNF
Wildtyp , - - - 35 KDa
Leervektor | g - - — - 35 KDa

mut kBo. | NN e -
- - 35 KDa
IKK1 KD

- - - 35 KDa
IKK2 KD P S - ae o o e | -35KDa
IKK2 EE — - - 35 KDa

Abb. 5.4: Funktionelle Charakterisierung der HaCaT und NHK Linien, welche stabil
interferierende Mutanten aus dem NF-xB Signhalweg exprimieren.
Stabile HaCaT Linien wurden nach 7 tagiger Selektion mit 200ug/ml Zeozin fir die
angegebenen Zeitperioden mit 100ng/ml TNF-o inkubiert und Totallysate wurden
gewonnen. 20ug Probenlysat wurde auf ein SDS-Gel (12,5%) aufgetragen und
anschlieBend geblottet. Geblockt wurde in 5% Milchpulver/PBST. Die IxBa
Degradierung wurde mittels kB —Antikérper im Western Blot detektiert.
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Bei Uberexpression der nicht degradierbaren Mutanten von IkBo. (mut IkBa) zeigt sich ein
Doppelbandenmuster. Diese unterschiedlich schnell laufenden Banden stammen von
zelleigenem endogenem I|kBa und von der nicht degradierbaren IkBa Mutante. Wie in
Abbildung 5.4 gezeigt, bleibt die exogene Bande lber den Zeitverlauf unverandert bestehen.
Endogenes IkBa, welches noch in der Zelle vorliegt, wird hingegen bereits nach zehn
Minuten degradiert und aufgrund der Inhibition durch die exogene Mutante nicht mehr
resynthetisiert. Ein ahnliches Ergebnis ergibt sich fur die IKK2 KD-Mutante, wobei hier die
Phosphorylierung nicht an den NF-«B Inhibitor weitergegeben werden kann und somit IkBa
Uber den ganzen Zeitraum erhalten bleibt. Bei der Mutante IKK1 KD kann IkBa nach
Stimulation phosphoryliert und somit auch degradiert werden. Hier zeigt sich eine sehr
schwache Wiederkehr des resynthetisierten I1kBa's nach 60 Minuten mit einer weiteren
zeitlichen Verzogerung uUber die 60 Minuten hinaus. Fur die konstitutiv aktive IKK2 EE
Mutante konnte in nicht abgebildeten Versuchen eine Resynthese von IkBa auch nach zwei
Stunden nicht nachgewiesen werden, jedoch zeigt sich hier eine IxkBo. Bande vor der
Stimulation. Dieses endogene IkBa kénnte noch gebunden im Zytoplasma der Zellen
vorliegen und erst mit TNF-Aktivierung freigesetzt werden. In primaren Keratinozyten
verhalten sich die Mutanten ahnlich, wobei hier die Resynthese des lkBa-Proteins noch

langer braucht, somit zeigen sich nach 60 Minuten noch keine Banden im Western Blot.

5.3 Einsatz von synthetischen Inhibitoren zur Blockade des NF-xB-Sighalweges

Der Einfluss der einzelnen Komponenten des NF-kB-Signalweges wurde zusatzlich zu
diesem retroviralen Ansatz noch durch Einsatz von spezifischen IKK/IkBa—Inhibitoren
untersucht. Auf diesem Wege konnte unter anderem auch nachgewiesen werden, dass der
retrovirale Transportvektor selbst das System nicht negativ beeinflusst. Dazu wurden die
Inhibitoren SC-514 und BAY 11-7082 herangezogen.

Fir den IKK2 Inhibitor SC-514 konnte eine aulierst spezifische Blockierung der IKK2 und der
IKK1/IKK2-Heterodimere nachgewiesen werden, wobei auch antiinflammatorische
Eigenschaften beobachtet werden konnten. Die Phosphorylierung und somit die Aktivierung
des IKK-Komplexes wird nicht inhibiert (Kishore et al., 2003; Jeong et al., 2005b). Der
Inhibitor BAY 11-7082 unterbindet spezifisch die Aktivierung des IkBa Proteins durch TNF-a.
Auch BAY 11-7082 zeigt anti-inflammatorische Effekte, so zum Beispiel zeigt sich sowohl
eine verringerte Aktivierung von NF-kB als auch eine verringerte Expression der Adhasions-
proteine E-Selektin, VCAM-1 und ICAM1 (Pierce et al., 1997b; Bockelmann et al., 2005a)
Diese Inhibitoren wurden in DMSO gelést und die Wirkung in Keratinozyten in

unterschiedlichen Konzentrationen untersucht. In Abbildung 5.5 zeigt sich die blockierende
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Wirkung der Inhibitoren am Beispiel der IkBa Degradation. Wahrend in den Kontrollen nach
Stimulation mit 50ng/ml TNF-a IkBa nach 20 Minuten degradiert wird, zeigt BAY11-7082
seine inhibitorische Wirkung bei einer Konzentration von 20uM, wohingegen SC-514 bei
200uM die Degradation effektiv verhindert. In nicht gezeigten Ergebnissen konnte die
Unterbindung der Phosphorylierung von p65 nicht eindeutig nachgewiesen werden, jedoch
konnte eine leichte Reduktion bei BAY 11-7082 ebenfalls im Bereich von 20uM und bei SC-
514 bei 100uM beobachtet werden. Aufgrund toxischer Nebeneffekte sowohl durch das
DMSO als auch durch die Inhibitoren war eine weitere Erhéhungen der Konzentrationen

nicht angezeigt.

DMSO BAY 11-7082 SC-514
Kontrolle Kontrolle 1 5 10 20 10 50 100 200 M
- + - + + + + + + + + + TNF-a

[50ng/ml]

IkBo . . < “ e N B B -35KDa

— 44 KD
ERK?2 [ ——— L — a

Abb.5.5: Die Inhibitoren BAY 11-7082 und SC-514 inhibieren die IkBa Degradation.
Priméare Keratinozyten wurden 1h mit unterschiedlichen Konzentrationen der Inhibitoren
BAY 11-7082 und SC-514 vorinkubiert und anschliefend mit TNF-a. (50ng/ml, 20min)
stimuliert. 20ug Totallysat wurden mittels SDS-Gel aufgetrennt und gegen IkBo und
ERK2 geblottet.

Es wurde flr weitere Versuche eine Konzentration von 200uM fir SC-514 beziehungsweise
von 20uM BAY 11-7082 herangezogen.

54 Inhibierung der NF-&«B Aktivierung verhindert inflammatorische Genexpression.

Wie schon eingangs erwahnt (siehe Kapitel 1.4), spielt NF-xB in vielen Zelltypen vor allem in
der inflammatorischen Antwort eine wesentliche Rolle. Um diese auch fur Keratinozyten zu
bestatigen, wurde die Synthese des proinflammatorisch induzierten Adhasionsmolekiils
ICAM-1 durch die interferierenden Mutanten und auch nach Applikation der Inhibitoren BAY
11-7082 und SC-514 untersucht.

Wie in Abbildung 5.6 zu erkennen ist, wurde die ICAM-1 Expression im Durchflusszytometer

detektiert, nachdem die HaCaT-Zellen mit unterschiedlichen Zytokinen stimuliert wurden.
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Nachdem NF-«xB durch TNF-o aktiviert wurde, zeigte sich eine gesteigerte Expression von
ICAM-1 innerhalb von 14 Stunden. Wurde der IKK/I«kB/NF-xB-Signalweg durch dominant
negativ wirkende Mutanten inhibiert, so konnte die Synthese effektiv blockiert werden (vgl.
Abb.5.6: mut IkB, IKK2 KD; Kontrolle vs TNF). Die Stimulation der konstitutiv aktiven

Mutante IKK2 EE, wie auch die der IKK1 KD Mutante, fihrte basal nicht zu einer signifikaten
Beeinflussung der ICAM-1 Expression.
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Abb. 5.6: Expression von ICAM-1 nach Zytokinstimulation.
Stabile HaCaT Zelllinien wurden mit den Zytokinen TNF-a (100ng/ml) und IFN-y
(250U/ml) far 14h bzw. 36h stimuliert. Die Zellen wurden mit anti-ICAM-1 AK gefarbt

(graue Kurve) und im FACS Calibur analysiert. Als Isotypkontrolle diente Maus-lgG1
(Schwarze Profile).
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Wurden jedoch die Zelllinien mit dem Zytokin IFN-y, welches zur Heraufregulation des
Adhasionsmolekiils ICAM-1 Gber andere Signalwege flhrt, stimuliert, so zeigt sich kein
hemmender Effekt der eingesetzten Mutanten.

Dieses Ergebnis lasst sich auch durch Exposition mit den oben genannten
pharmakologischen Inhibitoren in das Keratinozytensystem belegen. Wenn auch hier nicht
eine so deutliche Aktivierung bei der Wildtypkontrolle durch TNF-a. gezeigt werden kann, so

sieht man doch die signifikante Blockierung der ICAM-1 Expression nach Stimulation.
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Abb.5.7: IKK Inhibitoren blockieren die ICAM-1 Expression nach TNF-a Stimulation.
Primare Keratinozyten wurden 1h mit den Inhibitoren BAY 11-7082 (20uM) und SC-514
(200pM) vorinkubiert und anschlieend mit TNF-o (100ng/ml) fir 14h stimuliert. Die Zellen
wurden mit anti-ICAM-1 AK gefarbt (graue Kurve) und im FACS Calibur analysiert. Als
Kontrolle diente Maus-1gG1 (Schwarzes Profil).
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Um auf eine inflammatorische Bedrohung zu reagieren, werden nicht nur Adhasionsproteine
sondern auch chemotaktisch wirkende Zytokine (Chemokine) vermehrt exprimiert. Zu diesen
Chemokinen gehort das in normaler Haut in sehr geringen Mengen vorliegende Interleukin-8
(CXCLS8). Zytokine wie TNF-a, aber auch zellularer Stress, fihren zu einer transkriptionellen
Aktivierung der IL-8-Expression (Hoffmann et al., 2002b).

Da auch eine Erhéhung des extrazellularen Calciumspiegels zur Aktivierung von NF-xB
fuhrt, wurden oben beschriebene HaCaT Zellen mit Calcium stimuliert und die Expression
von Interleukin-8 untersucht (vgl. Abbildung 5.8). Hierzu wurden Keratinozyten 24 Stunden
mit 1mM CaCl,-angereichertem KGM2-Medium stimuliert.

Wie in Abbildung 5.8 an der Wildtyplinie deutlich zu erkennen ist, erzeugt die Stimulation
durch CaCl, eine um das zweifache erhdhte Konzentration von IL-8 im Gegensatz zur
Kontrollgruppe. Signifikant niedrigere Konzentrationen von IL-8 finden sich sowohl basal als
auch nach Calciumstimulation nach stabiler Expression der NF-x<B hemmenden Mutanten
mut lkBa und IKK 2KD
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14,0 T

120

ngm 100

80 T
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4,0 4

20

0,0 ¢

ImMCaCl, - + -+ -+ -+ -+ -+
WT Vektor mut IkBa IKK1 KD IKK2 KD IKK2 EE

Abb.5.8: Sekretion des proinflammatorischen Chemokins Interleukin-8 nach CaCl, Stimulation.
Stabil exprimierende HaCaT-Zelllinien wurden 24h mit 1mM CaCl, stimuliert und
anschlielend die Sekretion von IL-8 mittels ELISA in Zelliberstand bestimmt.
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Mit rund 6ng Interleuking 8 pro ml zeigte die konstitutiv aktive Mutante IKK2 EE eine leicht
hdhere Konzentration basal, allerdings konnte hier auch eine weniger deutliche Induktion
nach Calcium Stimulation beobachtet werden (vgl. Abb.5.8: WT vs Vektor und IKK2 EE).
Diese Erhdhung des Chemokins kdnnte bereits auf den zellularen Stress durch die virale

Infektion zurlickzufiihren sein.

5.5 Der Ca? induzierte intrinsische Differenzierungsprozess wird durch NF-xB nicht

beeinflusst

Wie schon eingangs beschrieben, spielt externes Calcium eine wichtige Rolle in der
keratinozytaren Differenzierung.

Zunachst wurden morphologische Studien (siehe Abbildung 5.9) durchgefuhrt. Dazu wurden
primare Wildtyp Keratinozyten und die verschiedenen NF-kB-manipulierten Zelllinien fur 48h
mit 1mM Calcium zur Differenzierung angeregt. Dabei wurden ausschlieBlich retroviral
transduzierte Zelllinien mit einer Infektionsrate von mehr als 70% verwendet.

Wie in Abbildung 5.9 erkennbar ist, lassen sich die primaren Keratinozyten durch die
Erhéhung des extrazellularen Calciums von 0,05mM auf 1,0mM zur Differenzierung anregen.
Bereits nach 24 Stunden zeigen sich deutliche morphologische Veranderungen gegentber
der unbehandelten Kontrollpopulation. Die Keratinozyten bilden ein ,Kopfsteinpflaster®-
artiges Muster aus und erhdhen signifikant den Zell-Zellkontakt zu den jeweiligen
Nachbarzellen. Sieht man bei den unstimulierten Zellen (linke Reihe) noch deutlich die
Zellgrenzen (helle dicke Grenzen) und einen plastisch erhdhten Zellkérper mit dem Zellkern,
so sind die Zellgrenzen bei den differenzierten Keratinozyten fast nicht mehr zu erkennen
und auch die Zellkérper scheinen sich flach an das Substrat zu ducken. Auch bedecken die
differenzierten Zellen einen relativ gréReren Anteil der Flache des Kulturgefalies als nicht
differenzierte, proliferierende Zellen. Deutlich zeigt sich in den Aufnahmen, dass die
morphologischen Anderungen, die mit der Calcium-vermittelten Differenzierung eintreten,

durch alle NF-xB Mutanten nicht beeintrachtigt werden.
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Kontrolle ImM CacCl,
24h

Wildtyp

Leervektor
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IKK1 KD

IKK2 KD
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Abb. 5.9: Morphologie primérer humaner Keratinozyten nach Ca”-induzierter Differenzierung.
Primare Keratinozyten wurden 48h nach retroviraler Transfektion mit 1mM CacCl, fir
weitere 24h stimuliert. AnschlieRend erfolgten Durchlichtaufnahmen mit einem Axiovert
125 bei 10facher Vergrélerung.
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Da in der Morphologie keine signifikanten Unterschiede zwischen der Wildtyp-Kontrolle und
den NF-kB modulierten Zelllinien beobachtet werden konnte, wurden zur Untersuchung auf
molekularer Ebene Totalzelllysate angefertigt. Wiederum wurden erst primare Keratinozyten
24 Stunden mit CaCl, angereichertem Medium behandelt und nach Gewinnung der Lysate
auf ein SDS-Gel aufgetragen. Als Differenzierungsmarker wurden fir die frilhe Phase der
cyclinabhangige Kinaseinhibitor p21 und fiir die terminale Phase Involucrin herangezogen
(vgl. Abb. 5.10 und 5.11). In den ungeraden Beladungsreihen (Reihe 1, 3, 5, 7) wurden
jeweils die unstimulierten (Kontroll-) Lysate und in die geraden Reihen 2, 4, 6 und 8 Lysate
der CaCl, stimulierten Zellen aufgetragen. In Abbildung 5.10 sieht man bei den stimulierten
Kontrollen, wie p21 hoch geregelt wird, was sich jedoch nicht bei der |kBa Mutante
nachweisen lie. Daher wurde zur Kontrolle noch der terminale Differenzierungs-marker
Involucrin herangezogen (Abbildung 5.11). Bei diesen Blots lassen sich aber keine
Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutanten erkennen. Sowohl bei der konstitutiv aktiven
(IKK2 EE) als auch der IKK blockierenden IKK2 KD lasst sich Involucrin nach 24 Stunden
CaCl, Stimulation detektieren. Die nachweisbaren Involucrin - Banden in den unstimulierten
Reihen lassen sich moglicherweise auf die Zentrifugation und den Kontakt mit dem FCS-
haltigen DMEM-Medium der Virus produzierenden Phoénix-Zellen zurlckfihren. Trotzdem

sind die induzierten Involucrinmengen signifikant und keine Unterschiede erkennbar.

WT Vektor mut IkB a IKK2 KD
_ + - + - + - + ImM CacCl,
p21 - - W e —
Lane 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 5.10: Expression von p21 als Differenzierungsmarker nach CacCl, Stimulation.
Primare NHK wurden 48h nach der retroviralen Transfektion fir 24h mit 1mM CaCl,
inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und auf ein 15% SDS-Gel aufgetragen.

Western Blot-Abbildung resultiert aus 2 identischen Experimenten.
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WT Vektor mutlkBa IKK2 EE IKK2 KD
- + - + - + - + - + ImM CaCl,

Involucrin - -. - ' [—

ERK 2 T — . — ——————

Abb. 5.11: Expression von Involucrin als Differenzierungsmarker [Western Blot]
Primare NHK wurden 48h nach der retroviralen Transfektion fir 24h mit 1mM CaCl,
inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und auf ein 7,5% SDS-Gel aufgetragen.

Um einen unspezifischen Effekt der retroviralen Infektion als Fehlerquelle auszu-schliefl3en,
kamen auch bei dieser Versuchsanordnung die Inhibitoren BAY 11-8072 und SC-514 zum
Einsatz. In Abbildung 5.12 zeigt sich deutlich die Induzierbarkeit von Involucrin durch die
Erhéhung des extrazellularen CaCl,. Wie schon bei den vorangegangenen Versuchen zur
inflammatorischen Genexpression zeigt sich hier das deutlichste Ergebnis mit dem IKK
Inhibitor SC-514, jedoch lasst sich ebenfalls bei BAY 11-7082 Behandlung der Zellen
signifikant Involucrin induzieren. Durch die Inhibition von IKK/IkBa konnte keine

Beeinflussung der Differenzierung gezeigt werden.

DMSO BAY
Kontrolle Kontrolle 11-7082 SC-514

_ + - + — + — + ImM CaCl,

Involucrin

Abb.5.12: Die IKK Inhibitoren BAY 11-7082 und SC-514 zeigen keine Hemmung der
keratinozytaren Differenzierung gemessen an der Involucrinsynthese
Primare Keratinozyten wurden 1h mit den Inhibitoren BAY 11-7082 (20uM) und SC-514
(200uM) vorinkubiert und anschliefRend fir 24h mit 1TmM CaCl, stimuliert. Totallysat der
Proben wurde mittels PAGE Western Blot aufgetrennt und gegen Involucrin gefarbt.
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6. Diskussion

Calcium-Stimulation von Keratinozyten bewirkt eine Aktivierung des IKK/NF-xB
Signalwegs.

Regeneration und Erhaltung der epithelialen Homdostase bendtigt ein komplexes
Zwischenspiel der benachbarten Zellen mit der extrazellularen Matrix des Bindegewebes.
Basierend auf Daten aus Wundheilung, Transplantation und Zellkulturversuchen ist dieses
Wechselspiel wohl bekannt. Kontrolliert wird die epidermale Regeneration von einem
Netzwerk aus Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die die funktionelle Reaktion von
Keratinozyten und dermalen Fibroblasten regulieren (Mackenzie et al., 1993; Stark et al.,
1999). Dabei wird die Proliferation der Keratinozyten nicht durch konstitutiv produzierte
Wachstumsfaktoren von Fibroblasten unterstitzt, sondern setzt sich aus einem doppelt
parakrinen Mechanismus der beiden Zelltypen zusammen. Die Keratinozyten kontrollieren
die Produktion ihrer Wachstumsfaktoren in den Fibroblasten aktiv durch Freisetzung von IL-
10, und B (Maas-Szabowski et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf den IKK/IxB/NF-xB-Signalweg
und dessen Rolle fiir die Calcium-induzierte Differenzierung von Keratinozyten gelegt. In
humanen Keratinozyten konnte in vorangegangenen Arbeiten durch Einleitung der
Differenzierung mittels Calcium eine Stimulation und Aktivierung des MAPK Signalweges
Raf/MEK/ERK gezeigt werden (Schmidt et al., 2000b), welche fir den intrinsischen
Differenzierungsschritt essentiell ist.

Dazu wurde sowohl bei immortalisierten HaCaT Zelllinien als auch bei primaren
Keratinozyten der extrazellulare Calciumspiegel erhéht, um einen switch von Proliferation in
Richtung Differenzierung zu erzielen. So konnte in Abbildung 5.1 eine Induktion eines NF-
kB-Bindekomplexes sowie die Degradation von IkBa durch ein Gemisch aus den Kinasen
IKK2 und IKK1 durch Stimulation mit extrazellularem Calcium gezeigt werden. Im IKK
Kinase-Assay (vgl.: Abb.5.1 A) zeigt sich eine biphasische Aktivierung der kB Kinase,
welches sich durch die in vitro Phosphorylierung eines GST-gekoppelten IkBa Proteins als
Substrat nachweisen lasst. Beginnend mit einer raschen transienten Aktivierung nach ca.
10min zeigt sich spater wiederkehrend und diesmal Gber mehrere Stunden anhaltend eine
weitere Aktivierung der IKK Kinase. Diese zweite Aktivierung, welche sich allerdings
schwacher als die erste zeigt, erreicht ihr Maximum nach circa 24 Stunden. In weiteren zwolf
Stunden sinkt die IKK-Aktivitat wieder auf basale Level ab. Diese schnelle und frihe
Aktivierung des IKK/IkBa/NF-kB Signalweges wird auch auf Ebene der DNA-Bindung in
einem EMSA-Assay gezeigt, wobei hier jedoch eine konstant erhéhte Aktivitat Uber einen
Zeitraum von 20 Stunden beobachtet werden konnte (Abb.5.1 B).



Diskussion

Die maximale Aktivierung der NF-xB-DNA-Bindung wird nach 60 Minuten erreicht, wobei sie
nach 36 Stunden wieder basales Niveau erreicht. Mdglicherweise ist die erneute
Phosphorylierung von IkBa nach mehreren Stunden nétig, um eine kontinuierliche NF-xB
Stimulation aufrecht zu erhalten. Eine solche langfristige NF-kB-Aktivierung konnte fur die
terminale Differenzierung primarer Keratinozyten ein wesentlicher Faktor sein.

Um nun zu zeigen, ob die fruhe Calcium-induzierte Aktivierung von NF-kB an der
intrinsischen Differenzierungsinduktion beteiligt ist, wurden verschiedene keratinozytare
Zelllinien mittels retroviraler Transduktion hergestellt. Diese Zelllinien enthalten Konstrukte,
welche entweder positiv oder negativ mit dem NF-kB Signalweg interferieren (Denk et al.,
2001g; Wurzer et al., 2004).

Als Kontrollexperiment fiir die funktionelle Expression dieser Transgene wurde die stimulierte
IkBa. Degradation in den Zellen untersucht. In der Abbildung 5.4 zeigen die Wildtyp- und
(Leer-)Vektorlinie nach der Stimulation mit dem NF-xB aktivierenden Zytokin TNF-a die
Degradation von IkBa, welches aber, als eines der Zielgene von NF-xB, selbst nach circa
30-45 Minuten wieder resynthetisiert wird. Neben dem Inhibitor von NF-kB wurden auch zwei
Isoformen der I«kB Kinase in mutierter Form eingesetzt. Hier konnte gezeigt werden, dass die
dominant negative IKK2 Mutante den Signalweg effektiv hemmt, wohingegen sich fir die
dominant negative IKK1 Mutante noch eine teilweise IkBo-Degradation erkennen lasst.
Durch die konstitutiv aktive IKK2 EE Mutante konnte eine rapide Degradierung von lkBa
nachgewiesen werden, allerdings ohne erneute Resynthese im Zeitrahmen von zwei
Stunden. In Abbildung 5.4 zeigt sich bei der IKK2 EE Mutante IkBa auch noch vor der
Stimulation. Dieses konnte auf Reste von endogenem IkBa zuriickzufiihren sein, welches
erst durch einen massiven externen Stimulus wie TNF-o vollstandig degradiert werden
konnte.

Bei Expression der nicht-degradierbaren IkBo Mutante zeigten sich zwei Banden im
Experiment, wobei die mutierte von der endogenen Form durch ein anderes Laufverhalten im
SDS-Gel unterscheidbar ist. Durch die Stimulation zeigt sich eine rasche Degradation des
endogenen lkBa, das allerdings durch die Hemmung von NF-xB durch die Uberexprimierte
mutierte Form nicht wieder induziert und resynthetisiert werden kann.

Zusatzlich zum retroviralen Ansatz der Modulation des IKK/IxBa/NF-xB Signalwegs wurden
auch pharmakologische Inhibitoren zur Analyse der Differenzierung und der inflamma-
torischen Antwort eingesetzt. Eine antiinflammatorische Wirkung des NF-kB Inhibitors BAY
11-7082 wurde von Pierce et al. durch die Blockade von leukozytdren Adhasionsproteinen in
Endothelzellen beschrieben (Pierce et al., 1997a). Auch in Keratinozyten konnte eine
proinflammatorische NF-kB Antwort mittels BAY 11-7082 gehemmt werden (Bockelmann et
al.,, 2005b). Zusatzlich wurde der IKK2-spezifische Inhibitor SC-514 fir Versuche
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herangezogen. SC-514 wurde als indirekter Inhibitor von NF-«kB in Fibroblasten beschrieben,
wobei in Versuchen das humane T-cell lymphotropische Virus Typ | Protein, Tax, nicht mehr
das Tumorsupressorgen p53 inhibieren konnte (Jeong et al., 2005a).

Durch die Verwendung dieser Inhibitoren in Keratinozyten lie} sich der auf3erst leicht durch
aullere Stimuli oder Stress induzierte Prozess der Differenzierung, welcher schon alleine
durch den Vorgang der retroviralen Infektion teilweise ausgeldst werden kann, untersuchen.
In Titrationsexperimenten (vgl. Abb. 5.5) konnte flr primare Keratinozyten eine Konzentration
von 20uM fur BAY 11-7082 und fir 200uM fir SC-514 festgelegt werden. Bei diesen
Konzentrationen zeigen beide Inhibitoren eine deutliche Blockade der Phosphorylierung von
IkBa.. Eine weitere Erhdhung der Konzentration empfiehlt sich aufgrund des Lésungsmittels
DMSO und der eigentlichen toxischen Wirkung der Inhibitoren selbst nicht.

Mit diesen Versuchsansatzen war es mdglich, die Modulation der NF-xB Aktivitat in
Keratinozyten zu analysieren. Durch die Expression von dominant negativen Mutanten von
IkBow und IKK2 bzw. der Verwendung von synthetischen Inhibitoren fiir diese Proteine konnte

eine komplette Blockade des NF-xB Signalwegs erzielt werden (vgl. Abb. 5.4 und Abb. 5.5)

Inflammatorische Genexpression wird durch NF-xB Inhibierung verhindert. TNF-a
spielt eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunitdt und der inflammatorischen
Feindabwehr (Gloire et al., 2006). So werden durch die Bindung von TNF-o. an den
korrespondierenden Rezeptor intrazellulare Signalwege aktiviert, unter ihnen auch das
IKK/lkBo/NF-kB-Modul (Baud and Karin, 2001). Zu den frihen, ein bis vier Stunden nach
Stimulation durch TNF-a regulierten Genen gehdren Zytokine, Apoptose-relevante Proteine,
aber auch fur den Verhornungsprozeld bedeutsame Proteine (Banno et al., 2004).

Denk et al. konnten 2001 die Abhangigkeit des gesamten TNF-induzierten
proinflammatorischen Genexpressionprofils von der Aktivierung von NF-xB durch den IxB
Kinase Komplex in Endothelzellen zeigen (Denk et al., 2001a).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von TNF-a auf die inflammatorische Antwort
von Keratinozyten durch die Inhibition von NF-xB mittels retroviraler Transduktion dominant
negativer Mutanten und durch den Einsatz synthetischer Inhibitoren analysiert. Als eines der
Zielgene von NF-kB nach TNF-o Stimulation diente der Oberflachenrezeptor ICAM-1. Bei
Untersuchung der Expression von ICAM-1 (Abb. 5.6) im Durchflusszytometer 14 Stunden
nach Stimulation sieht man deutlich unterschiedliche Expressionsmuster. So zeigt sich eine
deutliche Aktivierung der ICAM-1 Expression in den Wildtyp- und Vektor-Keratinozyten. Eine
Expression von ICAM-1 konnte durch die undegradierbare mut IkBa und die dominant
negative Form IKK2 KD inhibiert werden. Zellen, welche die konstitutiv aktive Form IKK2 EE
und auch die dominant negative Isoform fir IKK1 exprimierten, zeigten bereits eine basale

Expression von ICAM-1. In diesen Zelllinien konnte mittels TNF-a keine weitere Expression
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von ICAM-1 erzielt werden. So zeigen diese Experimenten, dass die 1kB Kinase 1 zumindest
teilweise eine Rolle bei der Expression von ICAM-1 spielt, wohingegen IKK2 essentiell fir die
Induktion von ICAM-1 ist. Interessanterweise scheint dieser Signalweg in Keratinozyten
unterschiedlich reguliert zu werden. In HUVEC bewirkt IKK1 KD eine teilweise Hemmung der
NF-kB-vermittelten Genexpression (Denk et al., 2001e), wohingegen Ergebnisse aus der
Gruppe von Hu und Takeda in IKK1-defizienten Fibroblasten zeigen, dass NF-«B nicht mehr
durch TNF-a aktivierbar ist (Hu et al., 1999b; Takeda et al., 1999b).

Die gleiche experimentelle Strategie (Abb. 5.7) wurde nun auch fur primare Keratinozyten,
die mit synthetischen Inhibitoren vorinkubiert wurden, angewandt. Hierbei konnten sowohl fur
BAY 11-7082, welches spezifisch die Phosphorylierung von IkBo unterbindet, als auch fir
SC-514, einem potenten IKK2 Inhibitor, eine Unterdriickung der Expression von ICAM-1
gezeigt werden.

Doch nicht nur auf Bakterien und virale Produkte, sondern auch auf zelluldren Stress und
epidermale Wachstumsfaktoren antworten Keratinozyten mit einer inflammatorischen
Antwort. Neben Regulation von Oberflachenrezeptorproteinen werden auch unterschiedliche
Zytokine initiiert. Aus dieser Gruppe der chemotaktischen Botenstoffe wurde das
prototypische Interleukin-8 (CXCL8) herausgegriffen. Lasst es sich in gesundem Gewebe
fast nicht detektieren, so findet man eine 10- bis 100-fach erhdhte Expression nach
Stimulation mit TNF-a oder durch zellularen Stress (Hoffmann et al., 2002a). Regulation
dieser Interleukin 8 Expression wird durch Kombination dreier Mechanismen bewirkt: erstens
durch Freigabe der Genpromotoren, zweitens durch transskriptionelle Aktivierung der IL-8
Gene Uber Protein-Kinase-Signalwege, wie zum Beispiel NF-xB und drittens durch
Stabilisierung der mRNA durch den p38 mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Signalweg
(Holtmann et al., 1999). Dass die Erhdhung von intrazellularem Calcium NF-xB aktivieren,
und somit IL-8 regulieren kann, konnte Kim und Mitarbeiter in humanen Mastzellen zeigen
(Kim et al., 2005).

In unserem Modellsystem wurden daher stabil transfizierte HaCaT-Zelllinien mittels
extrazellularen Calciums zur Differenzierung angeregt und die Ausschuttung von Interleukin-
8 analysiert. Deutlich konnte eine Verdoppelung der IL-8 Ausschittung nach 24 stindiger
Inkubation mit 1mM CaCl, in den Wildtyp- und Vektor-transduzierten Linien von HaCaT-
Zellen gezeigt werden (Abb. 5.8). Durch die Inhibierung des NF-xB Signalweges durch
dominant negative IKK2 und mut IkBa konnten die Expression von IL-8 nahezu vollstandig
unterbunden werden. Ahnliche Ergebnisse konnte von Huber et al. fiir die Proteine CCR3
und Eotaxin-1 in Fibroblasten gezeigt werden. Diese Arbeitgruppe konnte die Abhangigkeit
der Induktion der proinflammatorischen Proteine CCR3 und Eotaxin-1 von einem
Funktionieren des IKK2/lkBa/NF-kB Signalwegs nach TNF-a Stimulation belegen (Huber et
al., 2002).

59



Diskussion

Hier konnte gezeigt werden, dass die Expression proinflammatorischer Gene durch
verschiedene Mutanten gehemmt wird. Weiter konnte nachgewiesen werden, dass die IxB-
Kinase 2 fir die Induktion der untersuchten Gene benétigt wird. Dies bestatigt die
Ergebnisse der Gruppe von Oitzinger et al., welche durch eine dominant-negative IKK2
Mutante eine Reduktion im Expressionsmuster von Adhasionsmolekiilen beobachten konnte
(Oitzinger et al., 2001). Auch Daten aus IKK2-defizienten Mausen zeigen eine deutliche
Ubereinstimmung in Bezug auf eine NF-kB abhangige inflammatorische Aktivierung der

Keratinozyten in der Epidermis (Pasparakis et al., 2002c).

Der Calcium-induzierte Differenzierungsprozess wird von NF-xB nicht beeinflusst.
Unter den von NF-kB regulierten Genen befinden sich nicht nur proinflammatorische Gene,
sondern auch solche zur Steuerung der Proliferation und Differenzierung. Bikle und seine
Arbeitsgruppe zeigten schon 1996, dass extrazellulares Calcium zur Induktion der
Differenzierung von Keratinozyten nétig ist (Bikle et al., 1996¢). Um den Einfluss von
Calcium auf das intrinsische Differenzierungsprogramm in Keratinozyten in Bezug auf den
IKK/NF-kB Signalweg zu analysieren, wurden Zellen zuerst morphologisch analysiert und
anschlielend anhand zweier Markerproteine charakterisiert. Dazu diente einerseits der
zyklinabhangige Kinaseinhibitor p21/Cip1 als Hinweis auf den frihen Zellzyklusarrest bei der
Differenzierung, aber auch das spate Markerprotein Involucrin, welches ein Vorstufenprotein
des verhornten stratum corneum ist (Seitz et al., 2000a; Basile et al., 2003; Eckert et al.,
2004).

Wie in Abbildung 5.9 deutlich unter dem Durchlichtmikroskop zu erkennen ist, lie® sich bei
allen primaren Keratinozytenlinien durch Calcium ein morphologisch distinktes
Differenzierungsprogramm induzieren. Deutlich zu erkennen sind in den Kontrollen die hellen
Zellgrenzen, verursacht durch die Lichtbrechung. 24 Stunden nach der Stimulation mit 1mM
Calcium ist der Zellkontakt zwischen den Zellen stark verfestigt, sodass die Grenzen
zwischen den Zellen lichtundurchlassiger sind, und die Zellen nicht mehr von einem
,Lichtkranz® umgeben sind. Auch weisen die abgeflachten primaren Keratinozyten ein
kopfsteinpflasterartiges Muster auf. Hier konnten keine Unterschiede zwischen den
einzelnen IKK/IxkBa/NF-xB manipulierten Zelllinien beobachtet werden. Die Differenzierung
aller Keratinozytenlinien wurde auch auf Proteinebene mit Hilfe von Markerproteinen
nachgewiesen. So zeigt die Abbildung 5.10 die Expression der Differenzierungsmarker p21
(A) und Involucrin (B). Betrachtet man aber die Proteinexpression von Involucrin und p21, so
zeigten sich grundsatzliche Probleme in Bezug auf die Induktion der Differenzierung. So
konnte mehrfach Involucrin in unstimulierten Keratinozyten nachgewiesen werden. Zwar lief3

sich Involucrin durch Calcium nach 24 Stunden verstarkt induzieren (vgl. Abb. 5.11), jedoch
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konnte in vielen Fallen bereits in der Nullkontrolle basal vorhandenes Involucrin detektiert
werden.

Wahrend zu Beginn vermutet wurde, dass diese Effekte auf die virale Transduktion, die
Zentrifugation bzw. den Kontakt mit nicht fir Keratinozyten optimiertem Medium DMEM,
welches flr die Virusanzucht verwendet wurde, zurtickzufiihren sind, konnte im Experiment
5.11 gezeigt werden, dass die basale Aktivierung nicht im Zusammenhang mit der
Transduktion zu sehen ist. In dieser Versuchskonzeption wurden die primaren Keratinozyten
weder zentrifugiert noch mit moglicherweise ungeeignetem Medium behandelt. Die
schwachere Bande von Involucrin bei den Proben von BAY 11-7082 lasst sich auf einen
allgemein schlechteren Zustand der primaren Keratinozyten zuriickflihren, da im Experiment
wiederholt beobachtet werden konnte, dass die BAY 11-7082 - behandelten Zellen in vitro
friher absterben als die Kontrollpopulation bzw. die SC-514 behandelten Zellen.

Wahrend sich zusammenfassend aus den in vitro Experimenten folgern Iasst, dass NF-xB
keine Rolle in dem Calcium-vermittelten intrinsischen Differenzierungsprogramm spielt, zeigt
sich hingegen in vivo ein anderes Bild. Inhibiert man NF-xB wéahrend der Gliedmalen- und
Hautentwicklung durch transgene und knockout-Ansatze im Mausmodell oder durch
Verwendung von pharmakologischen Inhibitoren, resultiert dies in einer keratinozytaren
Hyperproliferation. Mause mit IKK1-knockout zeigen eine verdickte Epidermis, Hyperplasie
und eine beeintrachtigte Differenzierung (Takeda et al., 1999c; Hu et al., 1999a). Auch durch
eine epidermis-spezifische Deletion von IKK2 konnte im Mausmodell eine ausgepragte
psoriasiforme Hyperproliferation aufgrund fehlgeleiteter Differenzierung nachgewiesen
werden. Diese Mause zeigten einen inflammatorischen Phanotyp, hervorgerufen durch einen
TNF-o—vermittelte T-Zell unabhangigen inflammtorischen Signalweg (Pasparakis et al.,
2002a). Diese Daten korrelieren auch mit dem Nachweis der frihen Induktion von IL-8 in
psoriatischer Haut (Nickoloff et al., 1991).

Wahrend Takao et al. keine Aktivierung von NF-«B durch Calcium in humanen Keratinozyten
beobachten konnten, konnte in unseren Experimenten hingegen sehr wohl eine Aktivierung
von NF-kB durch extrazellulares Calcium gezeigt werden (vgl. Abb. 5.1;(Takao et al., 2003)).
Weiter vermuten diese Autoren einen von NF-xB unabhangigen Aktivierungsweg der
Differenzierung. Diese Hypothese wird durch unsere Experimente in so weit unterstiitzt, dass
sich auch die Zelllinien mit gehemmtem NF-xB Signalweg morphologisch differenzieren
konnten. Zusammen mit bereits vorliegenden Daten aus unserer Arbeitsgruppe wird ein
Modell bestehend aus zwei Signalkaskaden, welche sich gegenseitig beeinflussen,
vorgeschlagen. So konnte bereits von Schmidt et al. die fundamentale Rolle des
Raf/MEK/Erk-Signalwegs bei der Regulation von Wachstum und Differenzierung bei
Keratinozyten herausgearbeitet werden (Schmidt et al., 2000a). Auch andere Arbeitsgruppen

beobachten Anomalien in den regulatorischen Mechanismen von psoriatischen
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Keratinozyten in zumindest zwei wichtigen Transkriptionsfaktorsystemen, welche das
Uberleben der Zelle und die Proliferation steuern. Aber auch Anomalien in verschiedenen
anderen Signalmechanismen und im Calcium Transportsystem lassen auf ein gegenseitiges
Wechselwirken verschiedener Faktoren schlieBen (Karvonen et al., 2000; McKenzie and

Sabin, 2003).
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7. Zusammenfassung

Gestorte Proliferations- und Differenzierungsprozesse in Keratinozyten spielen eine wichtige
Rolle in der Pathogenese vieler Hauterkrankungen. Intrazelluldre Signalmechanismen, die
die korrekte Balance zwischen epidermaler Proliferation und Differenzierung aufrecht halten,
sind bis jetzt groRtenteils  unbekannt. Einer dieser  ausschlaggebenden
Transkriptionsfaktoren ist der Nukleare Faktor-kB (NF-«B).

Uns interessierte der Einfluss des IKK/NF-kB-Signalweges auf das intrinsische Differen-
zierungsprogramm von Keratinozyten. Mittels retroviraler Infektion wurden sowohl in
primaren Keratinozyten als auch in HaCaT verschieden mutante Formen von Faktoren des
NF-kB-Signalweges eingebracht: dominant negative (dn) Formen der IKK1 und IKK2, eine
konstitutiv aktive Form der IKK2 (IKK2 EE) und eine nicht-degradierbare Form des Inhibitors
IkBa.. Zusatzlich wurden auch pharmakologische Inhibitoren von NF-xB (BAY 11-7082 und
SC-514) untersucht. Die Funktionalitat der Mutanten wurde im Westernblot durch Analyse
der IkBa Degradation uberpruft. Anschliefend wurde die Differenzierung der Keratinozyten
durch Erhéhung des extrazellularen Calciums induziert. Der Grad der Differenzierung wurde
durch morphologische Studien und Untersuchung der Expression der Differenzierungs-
marker p21 und Involucrin untersucht. Im Gegensatz zu Ergebnissen aus Tiermodellen,
konnten wir keine Effekte der mutierten kB Kinasen 1 und 2 auf die Calcium-induzierte in
vitro Differenzierung beobachten.

Jedoch wurde die Aktivierung inflammatorischer Gene, gemessen an der Induktion von
ICAM-1 und IL-8 nach TNF-a Stimulation, vollstandig in den IKK2 KD und mut IkBa
exprimierenden Zellen inhibiert. In der Zelllinie, welche die entsprechende IKK1 Mutante
trug, wurde deren Expression nur teilweise geblockt.

Zusammenfassend lasst sich aus unseren Ergebnissen schlielen, dass zumindest in vitro
IKK1 und IKK2 nicht an der Regulation des Calcium-induzierten intrinsischen Differen-
zierungsprozesses von Keratinozyten beteiligt sind, jedoch eine zentrale Rolle in der

inflammatorischen Aktivierung dieser Zellen spielen.
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8. Summary

Disturbed proliferation and differentiation processes of keratinocytes play a major role in the
pathogenesis of many skin diseases. Intracellular signalling mechanisms which regulate the
balance between epidermal proliferation and differentiation, however, are thus far largely
unknown. Earlier reports suggest a role for the transcription factor nuclear factor—xB (NF-xB)
in such processes.

Here we attempted to analyze the impact of the IKK/IkBa/NF-kB signalling pathway on the
intrinsic differentiation process of keratinocytes. Primary human keratinocytes as well as
HaCaT cells were retrovirally infected to express different mutant forms of components of the
IKK/NF-kB pathway: dominant negative (dn) mutants of NF-xkB upstream kinases IKK1 and
IKK2, a constitutive active form of IKK2 (IKK2 EE), and a non degradable mutant form of
IkBa.. In addition, pharmacological inhibitors of the pathway such as BAY 11-7082 and SC-
514 were analysed. Proper functionality of the generated mutants was subsequently
confirmed by Western blot analysis monitoring induced IkBa degradation. Thereafter,
differentiation of keratinocytes was induced by elevation of extracellular calcium levels. The
differentiation state of keratinocytes was then assessed by studying morphology and
expression of differentiation markers such as p21 as well as involucrin.

In contrast to data reported from animal models, we could not detect any effects of mutated
IKK1 or IKK2 on the calcium-induced intrinsic differentiation program in keratinocytes.
However, inflammatory activation of keratinocytes as measured by TNF-o-mediated up-
regulation of ICAM-1 and IL-8 was almost completely inhibited in cells expressing dn IKK2
and the IkBa mutant form whereas it was only partly blocked in IKK1dn cells.

In conclusion, our data suggest that, in least in vitro, IKK1 and IKK2 are not involved in the
regulation of calcium-induced keratinocyte differentiation while they are pivotal for

inflammatory activation of these cells.
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Anhang

9.2 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

(m)Ak
7AAD
BSA
Caex
Cain
CaR
cpm
DG
DMEM
DMSO
DNS/DNA
ECL
EDTA
ELISA
EMSA
FACS
FCS
FSC
FITC
HaCaT
IgG

IL

INV

IP3

kDa
KGM2
KGM2 (H)
PBS

PE

Pl

RNA
UPM
RT
SDS
SSC
T4-PNK
TEMED
TG

(monoklonaler) Antikdrper

7-Amino-Actinomycin D

Bovines Serum-Albumin

extrazellulares Calcium **

intrazellulares Calcium **

Calciumrezeptor

,counts per minute‘, Zerfalleinheiten pro Minute

Diacylglycerol

Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium,

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure/-acid

Enhanced Chemiluminescence, verstarkte Chemilumineszenz
EthylenDiaminTetraAcetat

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Electrophoretic Mobility Shift Assay,

Fluoreszenz aktivierter Zell-Sorter

Fetal Calf Serum, Fetales Kélberserum

Forward Scatter, Vorwartsstreulicht

Fluorescein - Isothiocyanat

Human adult keratinocytes, Calcium, Temperature, Keratinozytenzelllinie
Immunglobulin G

Interleukin

Involucrin

Inositol 1,4,5 Tris-Phosphat

kiloDalton

Keratinocyte Growth Medium 2, Keratinozyten-Wachstumsmedium 2
0,05mM CaCl, Keratinozyten-Wachstumsmedium (Hungermedium)
Phosphate Buffered Saline, Phosphat gepufferte Salzlésung
Phycoerythrozin

Propidiumjodid

ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur (ca. 22°C)

Sodium Dodecyl Sulfate

Sideward Scatter, Seitwartsstreulicht

T4 — Polynukleotide Kinase
N,N,N",N"-Tetra-Methyl-EthyleneDiamine

Transglutaminase
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9.2 Vektorkarte

gl 12

al132
Nru [ 206
Sal 18704 \wm 1228 SnaB 1588
smsm 5 Neo 1610
Fsp [ 3003 o Ecl136 11814
g : /AT 18 864

Pst I 1395
the [ 1463
Bsul6 [ 1493

Co £/

Sap 16767 . pCFGS IEGZ =Byl Il 1895
sp718 2064
3706 bp Xba [ 2254
Sal 16516 SVA0 pa EcoR T 2260

Zeacin

Hlnd 112518
spM 12624
e\:.p'HS 2735
Hind Il 2866

Neo [ 2879
gl 11 2887

EGFP
Zeo

Bsp1286 13495

bs M 113993
pn2l 3993

Nhe 1 4073

Asp718 4523 coR V 4184
Ect136 [I 4456 coR V 4259
Xba 14340
()Id Name: The following enzymes do not cut in pCFGS5 IEGZ
-GZMCS Asc I SsaB I BsiC I Bsiw I Bspll9 I
BstB I Cla T Eco47 III Esp I Hpa I
Rsr II Sac II Sfi I Spl I Xcm I

Name : pczCFG5 IEGZ
Cloning Strategy ' Vector

backbone pCDNA3.1+ zeo
Yeclor type eukaryotic
inserts subtype expression vector
retroviral vector

Resistanceprokaryotic ampicillin

eukaryotic zeocin

Comments Retrovirdl-¥ector for the MuLV driven constiwtive expression of a gene of interest inserted in the Polylinker
(EcoRUNcol/BamHI) and through [RES mediated expression the EGFP-Zeo (EGZ) fusion protein,
Do not distribute this vector or information about it to third parties without
prior written consent

References unpublished
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