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The Road goes ever on and on
Down from the door where it began.
Now far ahead the Road has gone,
And | must follow, if | can,
Pursuing it with eager feet,
Until it joins some larger way
Where many paths and errands meet.
And wither then? | cannot say.

Bilbo Baggins
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Haut als Organ

Die Haut (Integumentum commune) des menschlichen Korpers stellt das
Abgrenzungsorgan des Organismus zur Umwelt dar und Ubt als solches zahlreiche
lebenswichtige Funktionen aus. Erwachsene verfligen je nach KoérpergroRe Uber
Haut mit einer Gesamtoberflache von 1,5 bis 2,0m? und einem Gewicht zwischen 5
und 10kg, welches ca. einem Sechstel des Korpergewichtes entspricht. Neben ihren
Schutzfunktionen vor chemischen, physikalischen, mechanischen und mikrobiolo-
gischen Umwelteinflissen kommt der Haut auch bei immunologischen Prozessen,
sowie bei der Regulation des Temperatur-, Elektrolyt- und Wasserhaushaltes,
essentielle Bedeutung zu. So tragen das Gluthationredoxsystem und das Cytochrom-
P450-System in der Haut zur Entgiftung und zur Abwehr von prooxidatven Prozessen
bei. Des Weiteren spielt die Haut eine wichtig Rolle im Vitamin-D-Metabolismus und
somit im Kalziumhaushalt. Letztendlich ist sie mit ihren zahlreichen Sinneszellen
(Vater-Pacini-Lamellenkorperchen, Meil3ner-Tastkorperchen, Merkelzellen und freien

Nervenendigungen) auch noch das grofite Sinnesorgan des Korpers.

1.2. Morphologie der Haut

Morphologisch ist die Haut (s. Abb. 1.2.a) in mehrere Schichten untergliedert: Kutis
(Epidermis und Dermis), Tela subcutanea (Subkutis und Unterhaut) und
Hautanhangsgebilde (Haare, Nagel, Drusen) (Junqueira und Carneiro, 1991). Die
Subkutis besteht aus einem lockeren, stark dehnbaren Bindegewebe zwischen
Dermis und Muskeln oder Knochen. Sie enthalt eingelagerte Fettzellen als
Energiespeicher und ist abhangig vom Korperbau wenig bis voluminds ausgepragt.
Ihre Hauptaufgaben sind die Warmeisolation und der mechanische Schutz (Niedner
und Ziegenmeyer, 1992). Sie gehort im engeren Sinne nicht mehr zum

Integumentum commune (Junqueira und Carneiro, 1991).
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~ Stratum corneum
Abb. 1.2.a: Aufbau der Haut
=7 _ Stratum lucidum Es ist ein stark vereinfachter
a 1 Querschnitt  durch  die  Haut
Stratum granulosum dargestellt
Stratum spinosum 1: Epidermis
'€ ~ Stratum basale ] 2: Dermis
— 3: Stratum glandulovasculare
4: Subkutis
Stratum reticulare
2
- Schweilldriise 3
Subkutis N
nach Junqueira und Carneiro, 1991

Die Dermis (s. 2 in Abb. 1.2.a) stellt ein gut durchblutetes Bindegewebe dar, ist je
nach Hautareal bis zu drei Millimeter dick, verleiht der Haut hohe Zugfestigkeit und
bestimmt wahrend der Entwicklung die Beschaffenheit der angrenzenden Epidermis
(1). Epidermis und Dermis werden zusammen auch als Kutis bezeichnet. An sie
schliefdt sich das Stratum glandovasculare (3), eine Drusen- und Gefalreiche Region,
und schlie3lich die an Fettgewebe reiche Subkutis (4) an. Die meisten Sinneszellen
und Hautanhangsgebilde (Haare, Fingernagel, Drisen), bei denen es sich um
direkte oder indirekte Ausdifferenzierungen der Epidermis handelt, erstrecken sich
Uber Dermis (z.B. Nervenendkorperchen), Stratum glandovasculare (z.B. Drusen, wie
die auch als Knaueldrisen bezeichnete SchweiRdrisen) und Subkutis (z.B. Haare
und Vater-Pacini-Korper). Die Dermis ist durch die Basalmembran fest mit der
Epidermis verbunden und Ubernimmt durch ihre ausgedehnten Gefallnetze (Rete
arteriosum subpapillare, Rete arteriosum dermidis) die Versorgung der gefal¥freien
Epidermis durch Diffusionsprozesse. Die Dermis gliedert sich hierbei in folgende
Schichten:
- Stratum papillare

- Stratum reticulare



Einleitung

Diese beiden Schichten weisen einen hohen Gehalt an wasserbindenden
Glykosaminoglykanen (insbesondere Hyaluronsaure) auf. Die Dermis enthalt neben
den ortsstandigen (Fibroblasten, Fibrozyten) auch freie (Leukozyten, Plasmazellen,
Makrophagen, Mastzellen) Bindegewebszellen. Hierbei sind Fibroblasten und deren
ruhende Form, die Fibrozyten, flr Faserbildung (Kollagene, retikulare und elastische
Fasern) und die Synthese von Grundsubstanzen (Glykosaminoglykane)
verantwortlich. Dazu kommt, verstarkt im Alter, auch die Aufgabe des Faserabbaus
(Kollagenasen) hinzu. Freie Bindegewebszellen stehen dagegen in erster Linie im
Dienst der Immunantwort.

Das dunnere Stratum papillare besteht aus lockerem Bindegewebe und erleichtert
durch die Verzahnung mit der Epidermis deren Nahrstoffversorgung. Auffalligstes
Strukturmerkmal des Stratum reticulare ist das faserige Netzwerk aus einzelnen,
ineinander verwobenen Kollagenfaserbindeln (Kollagen Typ I). In geringem Umfang
kommen auch Elastin- und Retikulinfasern vor. Dies gewahrleistet zum einen die
hohe Zugfestigkeit der Haut und zum anderen werden daruber ihre elastischen
Eigenschaften vermittelt.

Die Epidermis (s. Abb. 1.2.b) stellt dagegen als aulderste Schicht die eigentliche
Schutzhille gegenuber der Umwelt dar. Bei ihr handelt es sich um ein
mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel, welches je nach Hautareal eine Dicke von
0,04 bis 1,5mm aufweist und aus vier bis funf lichtmikroskopisch unterscheidbaren
Schichten aufgebaut ist. Diese Schichten stellen die verschiedenen
Differenzierungsstadien epidermaler Zellen ektodermalen Ursprungs, der

Keratinozyten, dar und verleihen der Epidermis ihre typische Morophologie.

Abb. 1.2.b: Aufbau der Epidermis

Es ist eine Hdmalaun-Eosin-Farbung der
Epidermis dargestellt.

: Stratum corneum

: Stratum lucidum

: Stratum granulosum

: Stratum spinosum

: Stratum basale

: Stratum papillare

. Stratum retikulare

NOORNWN=

nach Kiihnel, 1995
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Die finf funktionell unterschiedlichen Schichten lassen sich von basal nach apikal
wie folgt unterscheiden:

- Stratum basale

- Stratum spinosum

- Stratum granulosum

- Stratum lucidum

- Stratum corneum

Das Stratum basale besteht aus kubischen bis hochprismatischen, mitotisch
hochaktiven Keratinozyten. Aus ihnen erfolgt innerhalb von ca. 30 Tagen die
Regeneration des epidermalen Gewebes. Hierbei wird zwischen Stammzellen und
sogenannten ,transient amplyfining cells“ unterschieden (Barrandon, 1993; Fuchs
und Serge, 2000). Stammzellen haben eine hohe Zellteilungsfahigkeit und kdnnen zu
verschiedenen Zellen differenzieren. Die ,transient amplyfining cells® gehen aus
ihnen hervor und sind, auch wenn sie eine niedriger Zellteilungsfahigkeit besitzen,
die groRte Gruppe sich teilender Zellen.

Die basalen Keratinozyten exprimieren niedermolekulare Intermediarfilamente
(Zytokeratine) und sind untereinander Uber Desmosomen sowie Uber
Hemidesmosomen und WurzelfulRchen mit der Grenzschicht zur Dermis, der
Basalmembran, verbunden. Daneben stehen auch die, im Vergleich zu den
Keratinozyten, etwas groReren Melanozyten, die Uber die Bildung des Pigmentes
Melanin Einfluy auf Hautfarbe und UV-Schutz nehmen, mit der Basalmembran in
Verbindung. T-Lymphozyten und Merkelzellen (Tastsinnvermittler, die mit den
Nervenfasern verbunden sind) sind ebenfalls in dieser Schicht der Epidermis
anzutreffen.

FUr das stachelartige Aussehen der Stachelzellschicht (Stratum spinosum), in der
mitotisch wenig aktive, polygonale Keratinozyten vorkommen, sind desmosomale
Kontakte zwischen den Zellen und zahlreiche Zytoplasmaauslaufer verantwortlich.
Langerhanszellen, aus dem Knochenmark eingewanderte Zellen des Immunsytems,
sind Uberwiegend im tiefen Stratum spinosum lokalisiert.

Im Stratum granulosum finden sich abgeflachte Zellen mit degenerativen
Kernveranderungen und wenigen Organellen. Kennzeichnend fur diese Schicht ist

allerdings das Vorkommen von Tonofibrillen sowie Keratohyalin und vor allem

4
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membranumschlossener Granula, deren Inhaltsstoffe (Glycosylceramide, Cholesterin,
freie Fettsauren) entscheidende Bedeutung in den Barriereeigenschaften der oberen
Hautschichten, sowie im Desquamationsprozess haben. Keratohyalingranula sind
dagegen aggregierte Intermediarfilamente (z.B. Cytokeratine und das hsitidinreiche
Filagrin) verbunden mit basischen, intermediarfilament-bindenden Proteinen.

Das Auftreten des Stratum lucidum ist charakteristisch fur eine extrem dicke
Epidermis. Es zeichnet sich lichtmikroskopisch durch seine homogene Eosinophile
und das Fehlen subzellularer Kompartimente aus.

Das Stratum corneum besteht aus stark abgeflachten Keratinozyten, die sich im

Differenzierungsprozess zu Hornschuppen ohne Zellbestandteile umgestaltet haben.

1.3. Hautalterung und oxidativer Stress

1.3.1. Hautalterung

Auch wenn die Faltenbildung eines der am deutlichsten sichtbaren Merkmale der
Hautalterung darstellt, lassen sich noch zahlreiche andere Veranderungen mit
fortschreitendem Alter beobachten (Gilchrest, 1996). Neben dem Verlust der
Elastizitat (s. unten) der Haut, flacht z.B. auch die Verzahnung der Epidermis und
Dermis im Stratum papillare ab. Die Zellproliferation und damit die Erneuerung der
Epidermis verlangsamt sich, was zudem eine Vergrof3erung der Korneozyten zu
Folge hat. Zudem nimmt die Gefaldversorgung der Haut mit zunehmendem Alter ab
(Chung et al., 2002).

Fir den Prozess der Hautalterung ist nicht allein das Lebensalter ausschlaggebend.
Hinsichtlich des Erscheinungsbildes und der Funktion der Haut im Alter kommt
vielmehr dem Wechselspiel verschiedener intrinsischer und extrinsischer Faktoren
eine wesentliche Bedeutung zu. Als endogene Quellen sind hier vor allem die
Mitochondrien (Sohal, 1991) und als exogene Noxen Ozon (Thiele et al., 1997) und
UV-Licht (Scharffetter-Kochanek et al., 1997) Uber die Bildung reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS) zu nennen.

Der Schadigung von mitochondrialen Protein-Komplexen und Enzymen sowie von

Membranen und DNA, durch ROS - sowohl intrinsisch verursacht, als auch durch

5



Einleitung

UV-Licht hervorgerufen (,Lichtalterung®) - wird eine entscheidende Rolle im
Alterungsprozess beigemessen (Harman, 1956). Steigende ROS-Konzentrationen
fuhren zu verstarkten Redox-Signalen und letztlich zur Aktivierung von spezifischen
Zielgenen, wie z.B. Matrixmetalloproteinasen, welche dermale Kollagenbindel
abbauen and dadurch einen Beitrag zur Bildung von Falten leisten (Fisher et al.,
1997).

Daneben vermehrt sich im Alter die Zahl der Kollagenquervernetzungen und die
Anzahl an elastischen Fasern und deren Dehnbarkeit verringert sich deutlich. Zudem
fuhrt die Abnahme des Gehaltes an Glykosaminoglykanen zur Flissigkeitsverarmung
der Haut und tragt neben den oben genannten Veranderungen entscheidend zur

Bildung von Falten bei.

1.3.2. Oxidativer Stress

Die negativen Auswirkungen von vermehrt entstehenden ROS auf die Zelle
bezeichnet man auch als oxidativen Stress. Ursache flur die starkere Bildung von
ROS ist ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antioxidativen Prozessen. Neben
den negativen Folgen spielen ROS, in bestimmten Konzentrationen, aber auch eine
Rolle als Signalmolekiile in der Signaltransduktion (Kimata und Hirata, 1999; Finkel,
2000) und kdnnen zudem proliferationssteigernde Wirkung haben (Kim et al., 2001).
Der Begriff ROS umfasst sowohl radikalische als auch nicht-radikalische
Sauerstoffverbindungen, die insgesamt aufgrund ihrer Reaktivitdt von grolder
Bedeutung fiir biologische Systeme sind und jeweils an der Entstehung anderer ROS
beteiligt sein konnen (Sies, 1986). Die wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies, nach
abnehmender Reaktivitit geordnet, sind: OH > '0,> H,0,> O,™.

Zur Vermeidung langfristiger Schaden durch oxidativen Stress mussen zellulare
Oxidationsprodukte beseitigt werden. Zu den Schutzmechanismen zahlen eine Reihe
enzymatischer und nicht-enzymatischer, antioxidativer Systeme, die in der Epidermis,
als direkte Barriere zur Umwelt, in vergleichsweise hoherer Konzentration
vorkommen als in der Dermis (Vessey, 1993). Zu den nichtenzymatischen
Antioxidantien in der Haut zahlen sowohl hydrophile (reduziertes Gluthation,

Ascorbinsaure) als auch lipophile (a-Tocopherol, Ubichinon) Molekile. Unter den
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enzymatischen Antioxidantien der Haut sind vor allem das enzymatische
Glutathionsystem  (Glutathion-Peroxidase, -Reduktase, -Transferase), die
Superoxiddismutasen und die in den Peroxisomen lokalisierte Katalase von
Bedeutung (Pugliese, 1998).

Diese antioxidativen Reaktionswege sind zum Teil Gber Energistoffwechselwege eng
miteinander verbunden. Reduktionsaquivalente, die in redoxmodulierenden Abwehr-
mechanismen erforderlich sind, werden in Form von NADH aus dem

Energiestoffwechsel bereitgestelit.

1.4. Energiestoffwechsel

1.4.1. Allgemein

Der Energiebedarf der Zellen wird durch die Oxidation biologischer Molekile
bereitgestellt. Die aus der Nahrung aufgenommenen Proteine, Fette und
Kohlenhydrate werden dabei an unterschiedlichen Stellen in den Energiestoffwechsel
eingeschleust (Alberts et al., 1994; Koolman und R6hm, 1994).

Die aus dem Abbau von Proteinen gewonnenen Aminosauren konnen hierbei Uber
2-Oxoglutarat, Succinyl-CoA, Fumarat, Oxalacetat, Pyruvat oder Acetyl-CoA in den
Zitratzyklus gelangen.

Die Fette als die wichtigste Energiereserve des tierischen Organismus. Die aus dem
Fettgewebe nach Lipolyse durch das hormonsensitive Enzym Lipase freigesetzten
Fettsauren werden schliel3lich in die Mitochondrien der Zellen energieverbrauchen-
der Organe (mit Ausnahme des Gehirns) eingeschleust. Dort findet die p-Oxidation
der Fettsauren statt, bei der die Fettsauren sukkzesive zu Acetyl-CoA abgebaut
werden, welches wiederum in den Zitratzyklus eingeschleust werden kann.
Kohlenhydrate werden zunachst in der unter anaeroben Bedingungen stattfindenden
Glycolyse zu Pyruvat, um dann schliel3lich auch in den Zitratzyklus eingespeist zu
werden. In der in mehreren Schritten ablaufenden Glykolyse wird ein Molekul
Glucose, nach Phosphorylierung zu Glucose-6-phosphat, zu 2 Molekllen Pyruvat

abgebaut, welches dann Uber Oxalacetat bzw. Acetyl-CoA in den Zitratzyklus gelangt.
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Dabei werden schon sowohl zwei Reduktionsaquivalente in Form von NADH als
auch Energie als Adenosintriphosphat (zwei ATP) gewonnen. Als Nebenweg der
Glykolyse ist noch der Pentose-Phosphat-Weg zu erwahnen, der nicht nur
Reduktionsaquivalente (zwei NADPH), sondern auch die fur die DNA-Synthese
wichtigen Ribosen (Ribose-5-phosphat) liefert. In den meisten Zellen werden weniger
als 10% des Glucose-6-phosphats uber den Pentose-Phosphat-Weg abgebaut.

Der wie die Glykolyse in mehreren Schritten ablaufende Zitratzyklus dient als
Hauptquelle von Reduktionsaquivalenten wie NADH und FADH, und reduziert das
aus den oben geschilderten Abbauwegen eingeschleuste Acetyl-CoA (ebenso wie
die oben erwahnten anderen, eingeschleusten Zitratzyklus-Zwischenprodukte)
schliel3lich zu Kohlendioxid. Aus ein Acetyl-CoA werden hierbei zwei Molekule
Kohlendioxid freigesetzt. Die Reduktionsaquivalente werden letztlich im
Mitochondrium bei dem Prozess der oxidativen Phosphorylierung bendtigt. Unter
Verbrauch von Sauerstoff und Reduktionsaquivalenten wird Uber die
Mitochondrienmembran ein Protonengradient aufgebaut, welcher dann zur
Gewinnung von ATP aus Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat dient. Der
Sauerstoff wird hierbei zu Wasser reduziert. Verantwortlich fir die oxidative
Phosphorilierung ist die so genannte Elektronentransportkette, welche aus drei
Proteinkomplexen (I, 1ll, 1V), die in die innere Mitochondrienmembran integriert sind,
beweglichen Ubertragermolekiilen (Cytochrom ¢ und Ubichinon) und der Succinat-
Dehydrogenase (Komplex Il), welche eigentlich Bestandteil des Zitratzyklus ist,
aufgebaut ist. Das ATP wird dann von der ATP-Synthase aus ADP unter Ausnutzung
des in der Elektronentransportkette aufgebauten Protonengradienten gewonnen.

Das gewonnene ATP hat jeweils eine energiereiche Bindung zwischen den beiden
endstandigen Phosphaten. Die durch Abspaltung der Phosphatgruppen freiwerdende
Energie kann fur alle energieverbrauchenden Prozesse (Biosynthese, enzymatische
Aktivitat, Zellteilung, Muskelkontraktion, usw.) eingesetzt werden. Dadurch dient ATP
der Zelle als so genannte ,Energiewahrung“ und ermoglicht die Durchfuhrung ihrer

spezifischen Funktionen.
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1.4.2. Kreatinmetabolismus

Der Kreatinmetabolismus unterscheidet sich von den anderen Stoffwechselwegen
vor allem dadurch, dass zur Energiegewinnung bzw. Energiespeicherung nur ein

einziger Reaktionsschritt notwendig ist (s. Abb. 1.4.2.a).

®
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Abb. 1.4.2.a: Kreatinmetabolismus
Es ist die Umsetzung von Phosphokreatin und Adenosindiphosphat ADP (links) durch das
Enzym Kreatinkinase (CK) in Kreatin und Adenosintriphosphat ATP (rechts) dargestellt.

Zur Speicherung von Energie wird Kreatin unter Verbrauch von ATP durch das
Enzym Kreatinkinase (CK) phosphoryliert. Die dadurch entstandene energiereiche
Bindung des Phosphokreatins kann zur Energiewinnung wiederum durch die CK
eingesetzt werden und somit erneut ATP bilden. Durch die in nur einem Schritt
ablaufende Reaktion stellt Phosphokreatin somit im Gegensatz zur Gewinnung von
ATP aus dem sehr komplexen Prozess der Oxidativen Phosphorylierung (s. 1.4.1.)
einen schnell verfigbaren Energiespeicher dar.

Die durch die Kreatinkinase bereitgestellte Energie wird unter anderem fir die
Kontraktion von Skelett- und Herzmuskeln, sowie fur die Aufrechterhaltung des
internen Zellmilieus durch energetische Versorgung von lonenpumpen (Kalzium- und
Natrium/Kalium-Pumpen; Guerrero, 1997) bendtigt. Hierbei stellt die CK an Ort und
Stelle des Energieverbrauchs durch Bildung von ATP die bendtigte Energie zur
Verfugung.

Je nach Gewebe liegen verschiedene Isoenzyme der zytosolischen CK jeweils als
Dimer vor. Im Muskel ist die sarkomerische CK-MM (M steht fur englisch ,muscle
type“), in verschiedenen anderen Geweben, einschliel3lich dem Gehirn, die ubiquitare
CK-BB (B steht fur englisch ,brain type“) und im Herzen die heterodimere CK-MB

vertreten (Eppenberger et al., 1967). Ferner existieren zwei oktamere, mitochondriale
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Isoformen: die ubiquitare und die sarkomere CK-mt (Schlegel et al., 1988 und 1990).
Die Kreatinkinasen gehoren zur Familie der Guanidino Kinasen (ATP: Guanidino-
phosphotransferase). Die Monomere haben dabei eine MolekullgroRe von ca. 40kDa.
Neben den bereits erwahnten Lokalisationen konnte vor kurzem die CK-BB auch in
der Haut nachgewiesen werden (Schlattner et al., 2002).

Sowohl die zytosolischen als auch die mitochondrialen Kreatinkinasen dienen der
Energiebereitstellung aus Phosphokreatin bzw. der Energiespeicherung durch
Phosphorylierung von Kreatin. Daneben haben zytoslische und mitochondriale
Kreatinkinasen aber noch unterschiedliche Bedeutungen im Energiestoffwechsel (s.
Abb. 1.4.2.b).

Die CK-mt ist in den Christae und dem Intermembranraum der Mitochondrien
lokalisiert. Die CK-mt als ein peripheres Membranprotein bindet hier in ihrer
oktameren Form an die Transmembranproteine Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT)
in der inneren Membran und an Porin in der aul3eren Membran (Brdiczka et al., 1994,
Wallimann et al., 1998, Dolder et al., 2001). Wahrend die oktamere CK-mt
stabilisierend auf den Komplex mit ANT und Porin wirkt, kann das Dimer dieses nicht
bewerkstelligen. Ferner gibt es Hinweise, dass Kreatin als Substrat wiederum das
Gleichgewicht von Dimer und Oktamer Richtung Oktamer verschiebt (O’Gorman et
al., 1997).

Die Funktion der zytosolischen CK (CK.) besteht dahingegen vor allem in der
Energiebereitstellung. Allerdings kommt die CK nicht nur frei im Zytosol vor, sondern
kann auch mit anderen Enzymen assoziiert (CK,) vorliegen. Ein Beispiel hiefur ist
das sakroplasmatische Retikulum, bei dem es funktionell verbundene
Mikrokompartimente mit der Myosin-ATPase und der SR-Ca?*-ATPase bildet. So
kann ATP durch CK, direkt aus Phosphokreatin gebildet und damit die lokale ATP-
Konzentration in direkter Umgebung dieser ATPasen hoch gehalten werden
(Wallimann et al., 1998) Neben solchen Stellen mit hohem Energieverbrauch (z.B.
auch lonenpumpen, wie die Na,K-ATPase; Guerrero et al., 1997), kann die CK auch
an Orten mit energieproduzierenden Prozessen, wie z.B. in den Mitochondrien (s.
oben) auftreten. Auf diese Weise kann das Phosphokreatin als ,Shuttle® zwischen

Energiebildung und -verbrauch dienen (Wallimann et al., 1992).
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Abb. 1.4.2.b : Intrazelluldre Lokalisation und Funktion der Kreatinkinase
Die schematische Darstellung der intrazelluléren Lokalisation der Kreatinkinasen CK-BB und
CK-mt und deren Funktion im Energiestoffwechsel sind dargestellt.

1.4.3. Kreatintransporter

Die Sequenz des Kreatintransporters CT besteht aus 635 Aminosauren (ca. 70,5kDa)
und enthalt 12 Transmembrandomanen (Guimbal und Kilimann, 1993), welche
denen der anderen Mitglieder der GABA/Taurin-Familie ahnlich sind. Der CT ist in
der Plasmamembran lokalisiert (Murphy et al.,, 2001). Zudem ist er Natrium- und
Chlorid- abhangig und fur Kreatin spezifisch, auch wenn die Erkennungssequenz
bislang unbekannt ist. Die Spezifitat lasst sich gut mit einem kompetitiven Inhibitor,
der Guanidinopropionsaure GPA, zeigen (Guimbal und Kilimann, 1993).
Die Regulation der Aktivitat des Transporters erfolgt im Zeitraum von Minuten bis
Stunden durch die extrazellulare Konzentration von Kreatin, aber auch durch
Faktoren, welche die Natrium-Konzentration beeinflussen. Der Mechanismus durch
11
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den die Aktivitat des CT beeinflusst wird, ist hierbei noch ungeklart. Eine langfristige
Regulation uber Tage bis hin zu Wochen kann durch die Anzahl der exprimierten CT-
Proteine geschehen (Guerrero-Ontiveros und Wallimann, 1998). So gibt es Hinweise,
dass Uber langere Zeit erhdhte, extrazellulare Kreatinspiegel zu einer verminderten
Aufnahme von Kreatin fuhren (Harris et al., 1992).

Der CT wird in verschiedenen Geweben, wie z.B. Herz, Zerebellum,
Skelettmuskulatur, Niere und Leber exprimiert. In anderen Geweben (Plazenta,
Lunge, Retina, Pankreas, Milz, Thymus, Prostata, Hoden, Ovar, Dinn- und Dickdarm)
kann zwar mRNA, aber kein funktioneller CT nachgewiesen werden (Guimbal und
Kilimann, 1993; Nash et al., 1994). Erst kurzlich konnte der Kreatintransporter auch

in der humanen Haut als Protein nachgewiesen werden (Schlattner et al., 2002).

1.5. Kreatin

Kreatin ist schon seit mehr als 170 Jahren bekannt und wurde 1834 von Chevreul als
Bestandteil von Fleischbrihe entdeckt. Justus von Liebig wies 1847 dann Kreatin
methodisch zuverlassig nach. Kreatin, als korpereigene Substanz, ist in einer Person
von 70kg mit einer Menge von ca. 120g, Uberwiegend in Skelettmuskeln, Herz und
Gehirn, vorhanden. Die Halfte des taglichen Bedarfs (ca. 2g) wird mit der Nahrung
(Balsom et al., 1994) aufgenommen, der Rest im Korper synthetisiert. Die Synthese
findet vor allem in der Leber und im Pankreas statt (Walker, 1979). Braissant et al.
wiesen 2001 aber auch die Synthese von Kreatin im Hirn von Ratten nach. Die
beiden  Schlisslenzyme der Kreatinsynthese sind die  Arginin-Glycin-
Amidinotransferase (AGAT) und die Guanidino-Acetate-N-Methyl-Transferase
(GAMT), ein monomeres zytosolisches Protein. Abbildung 1.5. zeigt die
schematische Darstellung der Kreatinsynthese (nach llas et al., 2000). Die AGAT
katalysiert den ersten Schritt der Biosynthese von Kreatin. Dabei wird eine
Amidinogruppe von Arginin auf Glycin Ubertragen und es entstehen Ornithin und
Guanidinoacetat, welches dann zur Synthese von Kreatin durch GAMT zur
Verflugung steht. Dabei wird eine Methylgruppe von S-Adenosylmethionin auf

Guanidinoacetate Ubertragen

12
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Glycin Arginin
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Ornithin Guanidinoacetat
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S-adenosylhomocystein

Kreatin

Abb. 1.5 : Kreatinsynthese
Die schematische Darstellung Kreatinsynthese aus Glycin, Arginin und S-adenosylmethionin
ist dargestellt.

1.5.1. Kreatin und Muskel

Aufgrund der Ergebnisse aus der Grundlagenforschung wurde Kreatin zunachst als
Nahrungserganzung im Sport eingesetzt. Durch gezielte Supplementation mit Kreatin
kann nicht nur die Sprint-, sondern auch die Ausdauerleistung verbessert und die
Erholungszeiten bei hartem Training verkirzt werden. Fur die positiven Effekte bei
Sportlern gibt es eine Reihe von Untersuchungen (Balsom et al., 1994; Wyss und
Wallimann, 1994; Greenhaff, 1995; Guerrero-Ontiveros und Wallimann, 1998). Die
langerfristige Einnahme von Kreatin fuhrt hierbei zu einer direkten Zunahme der
Muskelmasse (Vergrofierung des Durchmessers von schnellen Typll Muskelfasern)

und zu einer signifikanten Abnahme von Fettgewebe (Vandenberghe et al., 1997).

1.5.2. Kreatin und das zentrale Nervensystem (ZNS)

Kreatin und die CK-BB sind auch in Hirn und Nervenzellen in relativ hohen
Konzentrationen vorhanden. Besonders trifft dieses auf Zellen zu, die fir die

Koordination von Bewegungen (Purkinje-Zellen im Kleinhirn), sowie auch fur Lernen

13
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und Gedachtnis (Pyrimidalzellen des Hippocampus) verantwortlich sind (Kaldis et al.,
1996). Dieses weist darauf hin, dass Kreatin fur die Energetik dieser Hirnfunktionen
eine wichtige Rolle spielt und dass Kreatin diese Leistungen verbessern kann.

Die Bedeutung von Kreatin zeigt sich bei verschiedenen genetischen Defekten, bei
denen wichtige Enzyme der Kreatinsynthese (GAMT oder AGAT, s. 1.5.) fehlen. Die
dabei auftretenden massiven neurologischen Storungen konnen durch die Gabe von
Kreatin deutlich gemildert werden (Schulze, 2003).

Es gibt auch Befunde fir eine positive Wirkung bei neuro-degenerativen
Veranderungen, wie Alzheimer- und Huntington-Krankheit, aber auch Multiple
Sklerose und Parkinson. Am Tiermodell konnten diese neuroprotektiven
Eigenschaften bei Amyotropher Lateralsklerose ALS (Klivenyi et al., 1999) und
Parkison gezeigt werden. Bei entsprechenden Versuchen mit einem selektiven
Inhibitor des Komplex | - Elektronenetransporter - Gens, welches zu ahnlichen bio-
chemischen und histopathologischen Befunden wie bei Parkinson fuhrt, zeigte
Kreatin eine positive Wirkung (Beal, 2003). Ferner wurden auch protektive Effekte bei
traumatischen Hirnverletzungen nachgewiesen (Sullivan et al., 2000). So konnte bei
mit Kreatin vorbehandelten Mausen und Raten der Gewebeschaden nach einer
Hirnverletzung deutlich reduziert werden.

Alle diese Resultate bestatigen, dass Kreatin eine Schutzfunktion fur Hirn- und
Nervenzellen ausibt. Dieses gilt insbesondere flr Schaden, die entweder durch
Sauerstoffmangel (Berger et al., 2004) oder durch Sauerstoffradikale (Klinenyi et al.,
1999) verursacht werden. Als moglicher Mechanismus kann zum einen die
Schutzwirkung Kreatins auf die Mitochondrien (s. 1.4.2.) und zum anderen die
generelle Verbesserung des ,Energiestatus® der mit Kreatin behandelten Zellen
(Guerrero-Ontiveros und Wallimann, 1998) angesehen werden. Unter Verbesserung
des ,Energistatus® ist in diesem Zusammenhang die erhohte Bereitstellung von
Energie in Form von ATP, resultierend aus der Umsetzung von Phosphokreatin
durch die CK, zu verstehen. Damit steht der Zelle mehr Energie in Form von ATP zur
Verfligung, um die zur Behebung verursachter Zellschaden bendétigten Reperatur-
mechanismen zu betreiben. So zeigt Kreatin in verschiedenen Zellen einen Schutz
vor Apoptose (O’Gorman et al., 1997), welche u.a. durch mitochondrielle Prozesse

ausgelost wird.
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1.5.3. Kreatin und Haut
Die CK-BB, CK-mt und der CT wurden erst kirzlich in humaner Haut entdeckt

(Schlattner et al., 2002) und hier im Zusammenhang mit Wundheilung und Psoriasis
untersucht. Zudem ist das Vorkommen von Phosphokreatin in der Haut auch schon
langer bekannt (Zemtsov et al., 1993).

Uber die Bedeutung und Funktion des Kreatinmetabolismus in gesunder, humaner

Haut gibt es bislang keine weiteren Erkenntnisse.

1.6. Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Kreatinmetabolismus in humaner Haut genauer
untersucht werden. Dazu soll neben dem Nachweis der entsprechenden
Kreatinkinasen und des CT an Biopsiematerial humaner Haut auch die
Kreatinkinase-Aktivitat an primaren, humanen Keratinozyten untersucht werden.
Hierbei soll besonders auch ein mdglicher Zusammenhang zwischen dem Kreatin-
Stoffwechsel und dem Alterungsprozess der Haut untersucht werden.

Aufgrund der bekannten positiven Effekte von Kreatin auf Muskulatur und Gehirn (s.
1.5.1. und 1.5.2.) soll auch die Auswirkung von Kreatin-Supplementation auf
Hautzellen untersucht werden. Dieses gilt wiederum insbesondere fur mogliche
protektive Effekte im Zusammenhang mit der Hautalterung und oxidativem Stress.
Ferner soll die Moglichkeit der Kreatinsynthese in humaner Haut naher betrachtet
werden. Dazu sollen die Syntheseenzyme GAMT und AGAT in der Haut bzw. in
primaren Hautzellen nachgewiesen werden.

Um die Bedeutung der Kreatinkinase flir die Haut naher untersuchen zu kénnen, soll
die Expression der entsprechenden Enzyme ausgeschaltet werden. Dieses soll durch
Experimente mit siRNA-Transfektionen an humanen Zelllinien von Keratinozyten
(HaCat) durchgefuhrt werden.

15



2. Material

2.1. Laborgerite

2.1.1. GroBgerite

Reinstwasseranlage:
Seralpur Pro 90C

Wasserbad:
Typ 1002

Schttler:
Vibrofix VF2
Thermomixer 5436
Thermomixer Comfort
Polymax 1040

Magnetriuhrer:
MR 3001
MR 1000

Autoklaven:
3850 EC
GVA 570

Eismaschine:
ZBE 30-10

Material

Seral, Ransbach-Baumbach

GFL, Burgwedel

Janke & Kunkel, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kehlheim

Heidolph, Kehlheim
Heidolph, Kehlheim

Systec, Wettenberg

Fritz Gossner, Hamburg

Ziegra-Eismaschinen,

Isernhagen

16



Zentrifugen:
5415C

5415R

Megafuge 1.0R

Trockenschrank:
TK/L 4028

Vakuumzentrifuge:

Concentrator 5301

Kahlgerate:
-196°C
-80°C
-80°C
-20°C
+4°C

Ultraschallbad:

Cryostorage System K10
Typ 6480

ProfiMaster

Sonorex RK 100 Transistor

2.1.2. Kleingerate

Mikropipetten:

Reference
Reference
Reference
Reference
Reference
Reference

Research

500-2500ul
100-1000ul
20-200ul
10-100ul
2-20ul
0,5-10ul
0,1-2,5ul

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kendro, Hanau

Ehret, Emmendingen

Eppendorf, Hamburg

GFL, Burgwedel
National Lab, Molin

handelsubliche Geréate

handelsubliche Gerate

Bandelin, Berlin

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Material

Taylor-Wharton, Theodore(USA)
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Mehrkanalpipetten:

FinpipetteBioControl Eur.(8-Kanal)
300-1500ul

FinpipetteBioControl Eur.(8-Kanal) 50-300ul
Finpipette manuell (8-Kanal) 50-300pl
Finpipette manuell (8-Kanal) 5-50ul
Eppendorf Research (12-kanal) 30-300pl

Pipetierhilfe:
Easypet

Pipetboy acu
Multipette plus

Analysenwaage:
BP 211D

Laborwaage:
3713 MP

pH-Meter:
763 Multi-Calimatic

UV-Dosimeter:
IL 1700

Mikrotiterplattenphotometer und Software:
Spectra Max 250

SoftMax Pro Version 2.0.1

Material

Labsystems, Helsinki
Labsystems, Helsinki
Labsystems, Helsinki
Labsystems, Helsinki

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Integra Biosciences, Fernwald

Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Géttingen

Sartorius, Géttingen

Knick, Berlin

International light,
Newsburyport (USA)

Molecular Devices, Sunnyvale
(USA)
Molecular Devices, Sunnyvale
(USA)
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Mikrotiterplattenphotometer und Software:

Safire
X-Fluor-Beta Version 4.22

Szintillationszahler:
Wallac 1410

2.1.3. UV-Bestrahlungsquellen

UVA-Strahler:
Dermalight 2020

Material

Tecan, Crailsheim

Tecan, Crailsheim

Pharmacia, USA

Dr. Honle, Planegg

2.2. Geriéte und Materialien fiir spezielle Arbeiten und Methoden

2.2.1. Geréte und Materialien fiir Zellkulturarbeiten

Sterile Werkbanke:
Gelaire BSB 4A
Herasafe HSP 15

Inkubatoren:
WTB Typ 3615018000310
HeraCell

Zellzahler:
Zahlkammer (Neubauer mod.)

Casy®Cell-Counter

Flow Laboratories, Meckenheim

Kendro, Hanau

Binder, Tutlingen

Kendro, Hanau

Schreck, Hofheim
Scharfe System, Reutlingen
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Mikroskope:
Axiovert 25

Axiovert 135

Wasserbad:
GFL 1002

Absauggerat:
Miniport
Vacusafe confort
CCD-Kamera:
MPU-F100P time base corrector

Intas

Digitalkanera und Software:

ColourViewll

analysis Version 3.2

Fluoreszenz-aktivierte-Zellsortierung (FACS):
Calibur

Verbrauchsmaterial:

Gewebekulturflaschen, 75cm? und 185¢cm?
6-Loch-Platten

96-Loch-Mikrotiterplatten, F-Form
Zellschaber, Nr.3010
Zentrifugenrohrchen, 12ml, 15ml und 50ml
Pipetten, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml und 50ml
Sterilfilter Minisart

Material

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

GFL Burgwedel

Servox, Koln

Integra Biosciences, Fernwald

Sony, Japan

Intas, Gottingen

SIS, Munster
SIS, Munster

Becton Dickinson, Heidelberg

Nunc, Roskilde
Greiner, Nurtingen
Greiner, Nurtingen
Costar, Corning (USA)
Greiner, Nurtigen
Greiner, Nurtingen

Sartorius, Gottingen
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2.2.2. Gerdte und Materialien fiir den Kreatinkinasetest

Vakuumsystem fiir Mikrotiterplatten:

Multiscreen Vakuumfiltrationssystem
Vakuumpumpe:
Typ 026.3 AN.18

Mikrotiterplatten:

Multiscreen™ Filterplatte, 0,22um,
hydrophilic, low protein binding
UVMax™

Inkubator:
B5060 EC/CO2

Millipore, Eschborn

Gunther, Wilke, Hamburg

Millipore, Eschborn
Whatman, Clifton (USA)

Heraeus, Karlsruhe

2.2.3. Gerate und Materialien fiir gelelektrophoretische Arbeiten

Netzgerat:
EPS 600

Gelkammer:

Criterion™Cell

Gele:
Criterion™Tris-HCL, 10%, 18 well Comb

Blot-Membran:

Criterion™Blotting Sandwiches,

Nitrocellulose, 8,5 x 13,5cm

Pharmacia, Freiburg

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Miinchen
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Filter:

Criterion™Blotter, Filter Paper

Halb-Trocken Blotter:
Trans-Blot SD

Scanner und Software:

Lumi-Imager
LumiAnalyst Version 3.1.00.00

Klarsichtfolien:

Photogene Development Folders

Material

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

Life Technologies, Eggenstein

2.2.4. Gerate und Materialien fiir histologische Arbeiten

Gefriermikrotom:
Jung, Frigocut 2800 E

Messer: c-schliff

Feuchtekammer:

Mikroskop:
Axiovert 135

Axiovert S100

CCD-Kamera:
MPU-F100P time base corrector

Intas

Digitalkamera und Software:

ColourViewll

analySIS Version 3.2

Leica, Cambridge

Eigenbau

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Sony, Japan

Intas, Goéttingen

SIS, Munster
SIS, Minster
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Objekttrager und Deckglaser:

Objekttrager mit Mattrand Menzel Glaser, Braunschweig
Deckglaser 24 x 50mm Omnilab, Hamburg
LabTek Chamber Slide (8-Kammern) Nunc, Wiesbaden

2.2.5. Gerate und Materialien fiir die Elektronenmikroskopie

Mikrotom:
Ultracut FC 4E Reichert-dung, Nufdloch

Elektronenmikroskop:
EM 109 Zeiss, Gottingen

2.2.6. Gerdte und Materialien fiir DNA und RNA Arbeiten

Thermocycler:

Robocycler Gradient 40 Stratagene, Heidelberg

Gelkammer:

Horizon™ 58 BRL Life Technologies,
Gaithersburg (USA)

Netzgerat:

ECPS 3000/150 Pharmacia, Erlangen

Videodokumentation:

CS1 Cybertech, Berlin

Video Copy Processor Mitsubishi, Singapore

UV-Schirm TFX-20M Vilber Lourmant, Marne la

Vallee (France)
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2.3. Chemikalien

Alle Loésungen wurden mit bidestilliertem oder aquivalent entionisiertem Wasser
sowie mit Chemikalien in p.A.-Qualitat angesetzt, sofern sie nicht fertig bezogen

wurden.

2.3.1. Standard-Chemikalien und Puffer

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Calciumchlorid-Dihydrat
Albumin, bovines (Fraktion V)
Natriumhydroxid
Kaliumhydroxid

Salzsaure, rauchend
Aceton

Methanol

Ethanol

Essigsaure (Eisessig)
Chloroform

Isopropanol

Xylol

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Borsaure
Glycin
Glycerol
Ultima Gold

Sigma, Miunchen
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Sigma, Mlnchen
Sigma, Miunchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Taufkirchen
Sigma, Minchen
Sigma, Mldnchen
Sigma, Minchen

Sigma, Mlnchen

Packard Biosciences,

Groningen,Niederlande



2.3.2. Chemikalien fiir die Zellkultur

KGM-2 Bulletkit

DMEM

Nut. Mix. F12 (HAM) with Glutamax-1
Dulbeccos PBS w/o (1x)
Penicillin-Streptomycin (5000U/ml, 5000ug/ml)
Glutamax | (100x)
Trypsin-EDTA-L6sung (1x)
Trypsin-EDTA-LOsung (10x)

Trypsin (2,5%)

Dispase Il (2,5U/ml)
Trypan-Blau-Losung
Ethidiumhomdimer-1 (EthD)

5,57,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -tetraetyl-
benzimidazolylcarbocyanin-jodid (JC-1)
Kreatin, Anhydrous

“C-Kreatin

Guanidinopropionsaure
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fotales Kalberserum (FCS)
Zellproliferations-ELISA, BrdU
Vitalitatstest, LDH

Lipofectamine PLUS™

Lipofectamine™

Oligofectamine ™

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |

Material

Clonetics, San Diego (USA
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

PAA, Linz

Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Molecular Probes, USA

Molecular Probes, USA
Sigma, Mlnchen
Biotrend, Kodln
Sigam, Mldnchen
Merck, Darmstadt
PAA, Linz

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

BD Pharmingen, Heidelberg

2.3.3. Chemikalien fiir zelluldare Extrakte und Kreatinkinasetest

SDS (10% w/v)
Complete™ Mini

Life Technologies, Eggenstein

Roche, Mannheim
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BC Assay Protein Quantitation Kit

Material

Uptima, Montlucon

ProteoExtract™ Subcellular Proteome Extraction Kit Merck KgaA, Darmstadt

Creatine-Phosphokinase Assay 661

Sigma, Mlnchen

2.3.4. Chemikalien fiir Elektrophorese- und Blotting-Techniken

Precision Plus Protein™, dual color
Kaleidoscope, prestained

Laemmli buffer (2x)

Tween 20

Magermilchpulver

Lumi-Light Plus Western Blotting Substrate

2.3.5. Chemikalien fiir die Histologie

Paraformaldehyd

Tissue-Tek O.C.T. Compound
Poly-L-Lysin

Mowiol 4-88

Entellan®

Vectashield Mounting Medium mit DAPI

2.3.6. Chemikalien fiir Elektronenmikroskopie

Caco-Puffer:

0,2 M Natriumcacodylat, pH7,35

Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Minchen
Sigma, Miunchen
Sigma, Mldnchen
Saliter, Oberglinzburg

Roche, Mannheim

Sigma, Minchen

Miles inc., USA

Sigma, Minchen

Calbiochem, Bad Soden
Merck, Darmstadt

Vector Lab., Burlingham, USA
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Material

Ito-Fixierungs-Lésung (10ml):
5 ml 5% Paraformaldehyd (in 0,2M Caco-Puffer)

1 ml 25% Glutaraldehyd (fertig bezogen; Sigma, Minchen)
3 mi Aqua bidest.
1

mi 0,5% Pikrinsaure (Sigma, Munchen)

Osmium-Fixierungs-L6sung:

Losung 1 2%  Osmiumtetroxid (Sigma, Munchen)
Losung2 3%  Kaliumferrocyanat (Sigma, Minchen)

Lésung 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 gemischt

Einbettung:

p-Dimethylaminomethylphenol Sigma, Mldnchen

Propylenoxid Sigma, Minchen

Epon A 62ml Glycidether 100 Sigma, Mlnchen
100ml Dodecenylbernstein Sigma, Munchen

Epon B 100ml Glycidether 100 Sigma, Mlinchen
89ml Methylnadicanhydrid Sigma, Minchen

Epon-Gebrauchslésung:

4ml Epon A + 6ml Epon B + 200ul p-Dimethylaminomethylphenol

Filmmaterial:
Macophot ORT25c G.C.Bender, Frankfurt

2.3.7. Antikérper

anti-CK, Isoform BB, polyklonal, Kaninchen IgG Biotrend, Koln

anti-CT, polyklonal, Kaninchen IgG Biotrend, Koln

anti-CK, mitochondrial, Kaninchen I1gG Prof. Walliman, ETH, Zurich
anti-Lamin A/C, Maus monoklonal, SC-7292 Santa Cruz, Heidelberg
anti-Mitochondria, monoclonal, Maus, IgG Biotrend, Koln
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Material

Ziege anti-Kaninchen IgG, POD-konjugiert,

polyklonal Sigma, Minchen

Ziege anti-Kaninchen IgG,

AlexaFluor®488 konjugiert, polyklonal Molecular Probes, USA
Ziege anti-Maus 1gG,

AlexaFluor™488 konjugiert, polyklonal Molecular Probes, USA
Ziege anti-Maus IgG,

AlexaFluor™546 konjugiert, polyklonal Molecular Probes, USA

2.3.8. Chemikalien fiir DNA und RNA Arbeiten

Diethylpyrocarbonat Sigma, Mlnchen
100bp Grolenstandard Invitrogen, Karlsruhe
10x blue juice Probenpuffer Invitrogen, Karlsruhe
Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Ethidiumbromid Sigma, Mlnchen

5fach Tris-Borat-EDTA Puffer (TBE):
045 M Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)
0,45 M Borsaure
7,8 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
auf 11 mit A. bidest.

1fach Tris-Acetat-Puffer (TAE):
50 mM  Tris mit Essigsaure auf pH 8,1 eingestellt
1 mM EDTA

1fach Tris-EDTA-Puffer (TE):
10 mM  Tris mit HCI auf pH 7,4 eingestellt
1 mM EDTA
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RNA-Isolierung:
RNAzol™ B

Primer:

GAMT2-upper:

5-CTT TGA TGG GAT CCT GTA CGA-3°
GAMT2-lower:

5°-CAT CTG TGG GAA GGC GTA GTA-3°
AGAT1-upper:

5-TGA GTT TGA GCC ATG CTT TG-3’
AGAT1-lower:

5°-AGA GTG GAT GAT CGT CTG GG-3°

PCR-Reaktion:
Superscript™ One Step, RT-PCR

DNA Extraktion:
S.N.A.P. Gel Purification Kit

Restriktionsenzyme:
BseR |
NEBuffer 2
BsaH |
Ban |
NEBuffer 4
Asp |
SuRE Cut Buffer B

Gesamt-RNA:

Leber, human

Haut, human

Material

Wak-Chemie, Steinbach

Metabion, Martinsried

Metabion, Martinsried

Metabion, Martinsried

Metabion, Martinsried

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

BioCat, Heidelberg
Fr. Sudel, Beiersdorf AG,
Hamburg

29



Material

dsRNA:
MWG Biotech, Miinchen

Lamin A/C: 5’- CUG GAC UUC CAG AAG AAC AdTdT
dTdT GAC CUG AAG GUC UUC UUG U -5’

Scramble I 5- GCG CGC UUU GUA GGA UUC G dTdT
dTdT CGC GCG AAACAU CCUAAGC -5’
CKDbOOA: 5°- CCU GGG CAA GCA UGA GAA G dTdT

dTdT GGA CCC GUU CGU ACUCUU C -5’

CKDbOOB: 5’- GUG UUC AAG GAU CuUC UUC G dTdT
dTdT CAC AAG UUC CUA GAG AAGC -5’

CKmt001: 5- UGA GCG UUU GGG AUA CAU C dTdT
dTdT ACU CGC AAACCCUAUGUAG-5°

CKmt002: 5- UGA AGC ACA CCACGG AUC U dTdT

dTdT ACU UCG UGU GGU GCC UAG A -5’
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3. Methoden

3.1. Sicherheit und Abfallbeseitigung

Giftige Feststoffe sowie Losungsmittelreste wurden getrennt gesammelt und der
vorgeschriebenen Entsorgung zugeflhrt. Biologisch kontaminiertes Material wurde
durch 20minutiges Autoklavieren bei 121°C unter 5Pascal Druck oder durch

Desinfektion mit 70%igem Ethanol unschadlich gemacht.

3.2. Zellkultur

Die Zellkultur wurde hauptsachlich mit aus humaner Haut isolierten Keratinozyten
und Fibroblasten durchgefuhrt (s. 3.3.1.) Die Haut stammte hierbei von verschieden
alten Spendern aus schonheitskosmetischen Operationen. Die Zellen aus den
Primarkulturen epidermaler Keratinozyten und dermaler Fibroblasten wurden hierbei
jeweils in der dritten Passage fur Versuche eingesetzt. Daneben fanden die
Keratinozytenzelllinie HaCat und die Zelllinie HelaS3 aus Gebarmutterhals-
karzinomzellen Verwendung.

Zellen wurden in wassergesattigter Atmosphare unter Begasung mit 7% CO, und
93% Luft bei 37°C kultiviert. Trypsinverdau und Zentrifugationsschritte fanden, wenn
nicht anders beschrieben, bei RT statt. Die Zellzahlen wurden entweder mittels
Trypanblau-Farbung und Neubauer-Zahlkammer oder mit dem Casy™ Zellzahler
bestimmt. Fur samtliche Zellkultivierungsarbeiten wurde sterile Einmalware
verwendet. Mediumwechsel erfolgte bei primaren Fibroblasten und Keratinozyten,

ebenso wie bei den HaCat und HelaS3 Zellen zweimal wochentlich.
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Verwendete Puffer und Medien:

Dulbecco’s PBS w/o (1x):
(Herstellerangaben, fertig bezogen)
137 mM NaCl
27 mM KCI
1,5 mM KHyPO4
8,1 mM NayHPO,

KGM-2 Kultivierungsmedium fur primare Keratinozyten:
KBM-2 (0,1mM Ca®*)(fertig bezogen) mit folgenden Zusatzen (Herstellerangaben):

Rinder-Hypophysenextrakt (BPE)

Humaner epidermaler Wachstumsfaktor-f3 (hEGF-R)
Gentamicin, Amphotericin

Insulin

Transferrin

Epinephrin

Hydrocortison (HC)

DMEM Kultivierungsmedium fir primére Fibroblasten und HaCats:

DMEM (High Glucose)(fertig bezogen) mit folgenden Zusatzen:
10% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)
10 MI/ml - Glutamax (aus 100x Stammlésung, Herstellerangabe)
50 U/ml Penicillin G (aus 100x Stammldsung, Herstellerangabe)

50 pg/ml Streptomycinsulfat (aus 100x Stammldsung, Herstellerangabe)

Nut. Mix. F12 (HAM) Kultivierungsmedium fir HelaS3:

Nut. Mix. F12 (HAM) with Glutamax-1 (fertig bezogen) mit folgenden Zusatzen:
10% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)
50 U/ml Penicillin G (aus 100x Stammldsung, Herstellerangabe)

50 pg/ml Streptomycinsulfat (aus 100x Stammldsung, Herstellerangabe)
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3.2.1. Isolierung epidermaler Zellsuspensionen aus Hautbiopsien

Zunachst wurden die Subkutis und die dermalen Anteile soweit wie moglich mittels
Praparierbesteck von der Hautbiopsie entfernt. Die Epidermis mit den verbleibenden
dermalen Anteilen wurde in Quadrate von 2mm Kantenlange geschnitten. Alle
nachfolgend beschriebenen Inkubationsschritte erfolgten in 6-Loch-Platten. Sofern
eine weitere Kultivierung erfolgen sollte, wurden die Hautsticke 5-10 Sekunden in
70% Ethanol geschwenkt, kurz in PBS gewaschen und in 6,5ml Dispase-Losung
(2,0U/ml) gebracht. Es folgte eine zweistlindige Dispase-Inkubation bei 37°C.
Dispase ist eine Kollagenase, die sehr spezifisch fir Kollagen Typ IV und Fibronektin
ist. Die Zellvitalitat wird durch die Dispase nicht beeinflusst (Stenn et al., 1989). Nach
der Inkubation wurde die Epidermis vorsichtig mittels Pinzette von der Dermis
abgeldst, kurz in PBS gewaschen und danach in 3ml Trypsin-Lésung (0,5%, v/v)
transferiert. Der Trypsinverdau wurde bei 37°C durchgefiuhrt und die Epidermisstlicke
nach funf bis zehn Minuten mit einer gestopften Pasteurpipette trituiert, d.h. standig
auf- und abpipettiert, um die Zellen aus dem Verband zu l6sen. Sofern die
epidermalen Zellen hiernach noch nicht ausreichend als Einzelzellsuspension
vorlagen, wurde der Trypsinverdau flir maximal funf Minuten fortgesetzt und
nochmals trituiert. Nach hochstens 15 Minuten wurde die Trypsinreaktion durch
Zugabe von 5ml 10%igem FCS in PBS gestoppt, die Zellsuspension in ein 12ml-
Roéhrchen uberflhrt. Die Trypsin-Inkubationskavitat nochmals mit 3ml 10%igem FCS
in PBS gespult und diese Zellen mit den Ubrigen vereint. Es folgten 10 Minuten
Zentrifugation bei 1500 UpM. Das Zellsediment wurde in 15ml KGM-2 Medium
resuspendiert, auf 10ml aufgeflllt und nochmals zentrifugiert. Zur Anzucht der
Keratinozyten wurde das Zellpellet mit 15ml KGM-2 Medium in eine 75cm?-

Zellkulturschale Uberfihrt.

3.2.2. Kultivierung und Subkultivierung epidermaler Primérisolate

Epidermale Zellen wurden wie unter 3.2.1. beschrieben isoliert und in KGM-2
Medium aufgenommen. Nach 7 bis 15 Tagen waren die Zellen zu etwa 80%
konfluent gewachsen und wurden dann zweifach mit PBS w/o gewaschen und durch
funf bis zehn Minuten Trypsin/EDTA-Inkubation bei 37°C und anschlieRendem

Triturieren vom Boden der Kulturschale abgelost. Der Trypsin-Verdau wurde durch
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PBS mit 10% FCS gestoppt und die Zellen in 12ml Rohrchen transferiert. Wie unter
3.2.1. beschrieben wurde zentrifugiert, einmal mit KGM-2 gewaschen und abermals
zentrifugiert. Die epidermalen Keratinozyten wurden nach dem zweiten
Zentrifugationsschritt in  10ml KGM-2 aufgenommen und in eine 185cm?-
Zellkulturflasche, in die 20ml KGM-2 Medium vorgelegt wurden, transferiert. Fir die
Gewinnung zytoplasmatischer Extrakte wurden die Zellen bei 80%iger Konfluenz
erneut trypsiniert und anschlie®end in einer Dichte von 5000 Zellen/cm? in 3ml KGM-
2 Medium je Kavitat einer 6-Loch-Platte ausgesat. Bei 80% Konfluenz wurden wie

unter 3.4. beschrieben zytoplasmatische Extrakte gewonnen.

3.2.3. Kultivierung und Subkultivierung dermaler Fibroblasten

Von den bei der Epidermisisolierung nach dem Dispaseverdau anfallenden
Dermisstucken (siehe. 3.2.1.) wurden in 6-Loch-Kulturplatten je Kavitat drei bis funf
Stucke gebracht und mit 3ml DMEM Uberschichtet. Nach etwa vier Wochen waren
aus den Dermissticken genugend Fibroblasten sternformig ausgewachsen, so dass
diese, wie fur die epidermalen Keratinozyten unter 3.2.2. beschrieben, geerntet
werden konnten. Dermisfibroblasten aus jeweils drei Kavitaten wurden in 75cm?-
Kulturflaschen in 15ml DMEM weiterkultiviert und nach weiteren 14 Tagen Kultur
wiederum passagiert. Fur die Gewinnung zytoplasmatischer Extrakte wurden Zellen
bei 80% Konfluenz erneut trypsiniert und anschlielend in einer Dichte von 5000
Zellen/cm? in 3ml DMEM je Kavitat einer 6-Loch-Platte ausgesat. Bei 80% Konfluenz

wurden, wie unter 3.4. beschrieben, zytoplasmatische Extrakte gewonnen.

3.3. Kreatinkinase-modulierende und begleitende Experimente

3.3.1. Inkubation von Keratinozyten, Fibroblasten, HaCats und HelaS3 mit

Kreatin

Zellen in Monokultur wurden einen Tag nach Aussaat auf entsprechendes Medium

mit Kreatin umgestellt. Hierbei wurde in der Regel eine Konzentration von 150uM
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verwendet. Nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden erfolgten die weiteren

Untersuchungen.

3.3.2. Inkubation von Keratinozyten mit "*C-markiertem Kreatin

Zellen in Monokultur wurden einen Tag nach Aussaat in 6-Loch-Platten einmal mit
PBS gewaschen und anschlieBend mit Medium, welches 1mCi/ml *C-Kreatin (mit
der spezifischen Aktivitat von 55mCi/mmol) enthielt, fur 10, 20, 30 und 60 Minuten
inkubiert. Als Inhibitor des Kreatintransporters wurde zu einem Teil der Zellen 2mM
Guanidinopropionsaure nach einem Zeitraum von 20 Minuten zugegeben. Alle Zellen
wurden nach Ende der Inkubationszeit dreimal mit PBS gewaschen und die
zytoplasmatischen Extrakte (s. 3.4.1.) in einem Szintillationszahler ausgemessen.
Die gemessenen Werte wurden anschlieBend auf den Proteingehalt (s. 3.4.4.)

relativiert.

3.3.3. Transfektion von HaCats und HelaS3 mit siRNAs

Bei dem posttranskriptionellen Kock-out mit small interference RNA (siRNA) resultiert
das Einbringen von doppelstrangiger RNA (dsRNA) in Zellen (Transfektion, s.3.3.3.)
in einem zielgerichteteten, posttranskriptionalen Ausschalten von Genen. Dabei wird
die dsRNA von Dicer, einem Homolog der dsRNA-spezifischen RNase I, in siRNAs
zerlegt und diese darauf vom RNA-induzierten-Silencing-Komplex (RISC) gebunden
und entwunden. Dabei spezifiziert der Antisense-Strang RISC zur Degradation der
Ziel-mRNA (s. Abb. 3.3.2).

Der Gruppe von Elbashir et al. gelang es 2002 erstmals mit dsRNA von einer Lange
von 21-23 Basenpaaren Saugerzellen, inklusive der humanen Tumorzelllinie Hela,

zu transfizieren und entsprechende Gene auszuschalten.
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Abb. 3.3.3.: Modell fiir RNAi

Doppelstrangige RNA wird von Dicer (Homolog der dsRNA-spezifischen RNase IIl) zerlegt,
siRNAs werden von RISC gebunden und entwunden und anschlieBend degradiert der
spezifizierte RISC die Ziel-mRNA.

Beim Design der dsRNAs wurden die von Elbashir beschriebenen Auswabhlkriterien
befolgt und vor allem mittels eines Blast-Searchs (www.ncbi.nlm.gov/BLAST)
sichergestellt, dass die ausgesuchten dsRNAs flur nur eine Zielsequenz spezifisch
waren. Die folgenden dsRNA wurden hierbei von der Firma Dharmacon synthetisiert

und Uber MWG Biotech, Minchen bezogen:

Lamin A/C: 5°- CUG GAC UUC CAG AAG AAC AdTdT
dTdT GAC CUG AAG GUC UUC UUG U -5’
Scramble I 5- GCG CGC UUU GUA GGA UUC G dTdT
dTdT CGC GCG AAA CAU CCUAAGC -5’
CKDbOOA: 5’- CCU GGG CAA GCA UGA GAA G dTdT
dTdT GGA CCC GUU CGU ACUCUU C -5’
CKDbOOB: 5’- GUG UUC AAG GAU CUuC UUC G dTdT
dTdT CAC AAG UUC CUA GAG AAGC -5’
CKmt001: 5’- UGA GCG UUU GGG AUA CAU C dTdT
dTdT ACU CGC AAACCCUAUGUAG -5’
CKmt002: 5- UGA AGC ACA CCACGG AUC U dTdT

dTdT ACU UCG UGU GGU GCC UAG A -5’
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Zusatzlich zu den spezifischen dsRNAs fand eine so genannte Scramble dsRNA
Verwendung, welche mit keinen humanen mRNAs interferieren soll und somit als

Kontrolle eingesetzt wurde.

3.3.3.1. Transfektion von HaCat und HeLaS3 mit siRNA gegen Lamin A/C

Die Ubertragung von DNA, bzw. RNA in Zellkulturzellen bezeichnet man als
Transfektion. Fur die Transfektion von dsRNA in HeLaS3 und HaCat-Zellen wurden
spezielle Transfektionsreagenzien (Oligofecatmine™, bzw. Lipofectamine Plus™ von
Invitrogen) eingesetzt. Um die Transfektionsfahigkeit der beiden Zelllinien mit den
zwei verschiedenen Reagenzien auszutesten und die idealen
Transfektionsbestimmungen herauszufinden, wurden zunachst Transfektionen mit
dsRNA gegen Lamin A/C durchgefuhrt. Die Transfektion von HeLaS3 mit Lamin A/C
dsRNA war hierbei von Frau Oelschlager bereits im Labor etabliert.

FUr die Bestimmung der Transfektionsbedingunen in HaCat wurden diese Zellen in
verschiedenen Konzentrationen in 24-Loch-Platten ausgesat (5000, 10000 und
20000 Zellen pro Kavitat mit 2,0cm?). In jede Kavitat wurde zuvor ein rundes, steriles
Deckglaschen gegeben, welches wie unter 3.8.3. beschrieben mit Kollagen
beschichtet worden waren. 24 Stunden nach Aussaat erfolgte dann die Transfektion.
Hierfur fand ausschlieRlich Medium (DMEM) ohne FCS Verwendung.

Transfektion mit Oligofectamine ™:

2,5ul Lamin A/C dsRNA wurden in einem 1,5ml Reaktionsgefaly in 40ul Medium und
1ul Oligofectamine in einem anderen 1,5ml Reaktionsgefal in 6,5ul Medium
verdunnt. Nach einer Inkubation von 5-10 Minuten wurden die beiden Ansatze
sorgfaltig vermischt und die dsRNA mit dem Oligofectamine fur 15-20 Minuten
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium in den Kavitaten der 24-Loch-Platte
abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und danach 200ul serumfreies
DMEM auf die Zellen gegeben. Nach dem Mediumwechsel wurden die 50ul
Transfektionsansatze in die jeweiligen Kavitaten pipettiert und vorsichtig vermischt.
Der Abbruch der Transfektion erfolgte durch Zugabe von Medium mit 30% FCS nach

4, bzw. 24 Stunden, so dass in den Kavitaten dann die normale FCS Konzentration
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von 10% vorlag. Insgesamt 72 Stunden nach der Transfektion folgte dann die

mikroskopische Auswertung.

Transfektion mit Lipofectamine Plus™:

Die Transfektion mit Lipofectamine Plus erfolgte analog zu der oben beschriebenen
Oligofectamine-Transfektion. Die 2,5ul dsRNA wurden lediglich in 18,5ul Medium
verdunnt und zusatzlich wurden noch 4ul Plus-Reagenz dazupipettiert. 1pl

Lipofectamine wurde in 20ul Medium verdunnt.

Lamin A/C-Farbung:

Die Lamin A/C Farbung zur immunhistochemischen Farbung wurde in Abwandlung

der unter 3.8. beschrieben Immunhistochemie durchgefuhrt.

72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in der 24-Loch-Platte einmal mit
kaltem PBS gewaschen und anschlielend in Methanol/Aceton (1:1) bei -20°C flr
zehn Minuten fixiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS erfolgte das
Blocken unspezifischer Bindungsstellen mit PBS/FCS (10%) fur 20 Minuten bei RT.
Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS wurde der in PBS verdinnte Lamin
A/C Antikdrper (1:500) zur Inkubation fur eine Stunde bei RT auf die Zellen gegeben.
Auch vor der Inkubation mit dem in PBS verdinnten Sekundarantikorper fur 1,5
Stunden im Dunkeln, wurde zweimal mit PBS gewaschen. Abschlielend wurden
nach zweimal Waschen mit PBS die Deckglaschen aus den Kavitdten mit einer
Pinzette herausgeholt und umgekehrt auf ein mit einem Tropfen Vectashield
Mounting Medium mit DAPI (das DAPI dient hierbei zur Kernfarbung) luftblasenfrei
aufgelegt und die Praparate mit Nagellack luftdicht verschlossen.

Die Auswertung erfolgte wie unter 3.8.7. beschrieben mit einem Tri-Band-Filter, der
sowohl die Fluoreszenz des verwendeten Zweitantikorpers (AlexaFluor™-488), als
auch des DAPIs durchlasst.

3.3.3.2. Transfektion von HaCats und HeLaS3 mit siRNA gegen CKb und CKmt

Zur Transfektion von HeLaS3 und HaCat-Zellen fanden 6-Loch-Platten Verwendung.
Die Durchfuhrung erfolgte wie unter 3.3.3.1. beschrieben. Die verwendeten Mengen

wurden dabei nach Tabelle 3.3.3.2. angepasst. Als dsRNAs wurden jeweils die
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beiden Oligonukleotide gegen CK-b und CK-mt, sowie eine dsRNA, die keine
Interaktion mit Saugerzellen mRNA zeigen soll (Scramble, bezogen von Dharmacon

Uber MWG, Minchen), eingesetzt.

Oligofectamine™ Lipofectamine Plus™

A: 10ul dsRNA (20uM) A: 10ul dsRNA (20uM)
+4ul Plus-Reagenz

verdunnt in 90ul Medium verdinnt in 90ul Medium

B: 4ul Oligofectamine in 96ul Medium B: 4ul Lipofectamine in 96l Medium

Ansatz A mit B mischen Ansatz A mit B mischen

800ul serumfreies Medium pro Kavitat 800ul serumfreies Medium pro Kavitat
200ul Transfektionsansatz 200ul Transfektionsansatz
dazupipetieren dazupipetieren

nach 24 Stunden: nach 24 Stunden:

500p1 Medium (30% FCS) zugeben 500pI Medium (30% FCS) zugeben

Tabelle 3.3.3.2.: Einsatzkonzentration fiir die dsRNA Transfektion in 6-Loch-Platten.

3.4. Herstellung zytoplasmatischer Extrakte

Fir die Untersuchung der Kreatinkinase-Aktivitat (s. 3.5.) wurden zytoplasmatische
Extrakte von Keratinozyten- und Fibroblastenmonokulturen sowie von HaCat und
HelaS3 Zellen gewonnen. Die Extrakte wurden zusatzlich in Western-Blot-

Untersuchungen eingesetzt.

Es wurde folgender Puffer eingesetzt:
50 mM  Tris-HCI
5 mM  Ethylen-diamin-tetra-acetat EDTA
300 mM  NaCl
05 % Triton X 100,
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Complete ™Mini (Protease-Inhibitor, laut Herstellerangaben, 1 Tablette
auf 50ml Puffer)

3.4.1. Herstellung zytoplasmatischer Extrakte aus Monokulturen

Keratinozyten, Fibroblasten, HaCat- und HelaS3-Zellen wurden z.B. nach 24
stindiger Inkubation mit Kreatin zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen und je
Kavitat mit 200l kaltem Lysispuffer versetzt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten
bei RT wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgelost und der Extrakt in ein
1,5ml-Reaktionsgefaly pipettiert und bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen bei
RT wurde das gebildete Zellpellet kurz resuspendiert. Um die Zellkerne und
unlésliche zytoplasmatische von den l6slichen zytoplasmatischen Bestandteilen zu
trennen, wurde zehn Minuten bei 14000 UpM und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde fur die Bestimmung der Kreatinkinase-Aktivitat (s. 3.5.), fur die

Proteinbestimmung (s. 3.4.4.) und fur die Western-Blot-Analysen (s. 3.7.) eingesetzt.

3.4.2. Herstellung subzelluldrer Fraktionen Monokulturen

Zur Herstellung subzellularer Fraktionen aus Monokulturen fand der Subcellular
Proteome Extraction Kit der Firma Merck KGaA Verwendung. Hierbei wird der
Zellinhalt sequentiell, in Abhangigkeit von der unterschiedlichen Loslichkeit
verschiedener subzellularer Kompartimente, mit bis zu vier verschiednen Puffern
extrahiert. Im ersten Schritt (Puffer 1) schrumpfen die Zellen durch Freisetzung der
zytosolischen Bestandteile, bleiben aber in ihrer Gesamtstruktur erhalten. Nach dem
zweiten Schritt (Puffer 2), bei dem Membranen und Organellen solubilisiert werden,
bleiben nur isolierte Kerne und das Zyoskelett zurick. In den beiden letzten
Schritten kdnne diese dann wiederum voneinander getrennt werden. Fir die hier
durchgeflihrten Experimente wurden nur die beiden ersten Schritte zur Gewinnung
der zytosolischen und der Organellen-Fraktion nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt.

Hierzu wurde bei Zellen in einer 6-Loch-Platte (s. 3.2.2., bzw. 3.3.3.2.) zunachst das

Medium vorsichtig abgesaugt und zweimal mit 1ml eiskaltem Waschpuffer unter

40



Methoden

sanfter Bewegung bei 4°C fur 5 Minuten gewaschen, ohne die Anhaftung der Zellen
an den Plattenboden zu beeintrachtigen. Danach wurden zu jeder Kavitat 150pl
Puffer 1, in den direkt zuvor ein Protease-Inhibitor-Cocktail (5ul/ml) zugesetzt wurde,
pipettiert und unter sanfter Bewegung fur 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach
mikroskopischer Uberpriifung, dass die Zellen immer noch adherent waren, wurde
der Uberstand, der nun die zytosolische Fraktion enthielt, in ein 1,5ml
Reaktionsgefal} uberfuhrt und bei -20°C bis zu weiteren Verwendung gelagert.
Danach wurde mit 150ul Puffer 2, dem ebenfalls direkt zuvor ein Protease-Inhibitor-
Cocktail (5ul/ml) zugesetzt wurde, wiederum unter sanfter Bewegung bei 4°C fur 30
Minuten inkubiert und der Uberstand mit der Organellen-Fraktion in einem 1,5ml-

Reaktionsgefal® bei -20°C gelagert.

3.4.3. Praparation der Saugblasen aus Epidermis (Suction Blister) und

Isolierung epidermaler Zellen

Die Isolierung der Epidermis aus Saugblasen (Suction Blister) erfolgte ausschlieflich
an den Innenseiten des distalen Oberarms, wo die diinne Epidermis nur eine leichte
Verzahnung mit der Dermis aufweist. Auf den sechs kreisrunden Hautarealen von
7mm Durchmesser wurde ein Unterdruck von 220-250mbar angelegt, der innerhalb
von 1,5-2,5 Stunden eine mit serdser FlUussigkeit geflllte Saugblase entstehen liel3.
Diese konnte anschliefiend mit einem sterilen Mikropraparierbesteck abprapariert
werden (Kiistala & Mustakallio, 1964, Kiistala, 1968).

Die steril praparierte Epidermis wurde in 1ml eiskalten Lysispuffer in einen Dounce-
Homogenisator gegeben und auf Eis mit 10-12 Strokes homogenisiert. Das
Homogenisat wurde anschlielRend fur 3mal 10 Sekunden im Ultraschallbad (200Watt)
auf Eis beschallt und flir zehn Minuten bei 14000 UpM und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir die Proteinbestimmung (s. 3.4.4.) und fiir die Western-Blot-

Analysen (s. 3.7.) eingesetzt.

3.4.4. Proteinbestimmung mit dem BCA-Test

Proteinmengen wurden fur die Relativierung der Daten aus dem Kreatinkinase-
Aktivitats-Test (s.3.5.) und flr den Einsatz vergleichbarer Proteinmengen im

Western-Blot (s. 3.7.). mit dem BCA-Testsystem bestimmt. Dieser Test basiert auf
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folgendem Prinzip: in einem ersten Schritt werden zweiwertige Kupferionen durch
Protein in einem alkalischen Medium zu einwertigen Kupferionen reduziert (Biuret-
Reaktion). Diese einwertigen Kupferionen werden durch einen spezifischen Chelator
(Bicinchonic Acid, BCA) komplexiert. Dabei reagieren zwei Molekule BCA mit einem
Kupferion und ein violettes Reaktionsprodukt entsteht, welches bei einer
Absorptionswellenlange von 562nm detektiert wird (Smith et al., 1985).

Der Test wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgeflhrt. 1l der
zytoplasmatischen  Extrakte wurden in Dreifachbestimmung in  96-Loch-
Mikrotiterplatten (die auf3eren Kavitaten blieben frei) mit 200ul Reagenz versetzt und
30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Proteinmenge wurde mittels einer Standardreihe
mit O bis 2,5ug/ul Protein (BSA) bestimmt. Die Messung wurde an dem Spectra Max

Photometer bei einer Wellenlange von 562nm durchgefuhrt.

3.5. Bestimmung der Kreatinkinase-Aktivitat

Der in vitro Assay (Sigma, Minchen) zur Aktivitdtsbestimmung der Kreatinkinase (CK)
basiert auf der Umsetzung von Kreatin zu Phosphokreatin (s. Abb. 3.5.). Die im
zytoplasmatischen Extrakt (s. 3.4.) enthaltene CK setzt zugegebenes Kreatin in
Anwesenheit von ATP zu Phosphokreatin um, wobei der nach Hydrolyse freigesetzte
anorganische Phosphor dann schliel3lich durch Absorptionsmessung bei 720nm
nachgewiesen wird. Als Kontrolle, d.h. um Fehler durch die Umsetzung von
endogenem Kreatin zu berlcksichtigen, dient eine entsprechende Probe des
zytoplasmatischen Extrakts, dem kein Kreatin zugesetzt, aber ansonsten gleich
behandelt wird.

Zur Umrechnung der gemessenen Werte auf Aktivitat der Kreatinkinase wurde
zunachst eine Kalibrierung mit verschiedenen definierten Phosphor-Konzentrationen
in einer 96-Loch-Platte unter Verwendung des Spectra Max 250 durchgefihrt und
der aus der Eichkurve gewonnene Umrechnungsfaktor zur Bestimmung des Gehalts
an anorganischem Phosphor in jeder Probe benutzt.

Zur Durchfuhrung des Assays wurden 10ul der zytoplasmatischen Extrakte einmal
fur den eigentlichen Test und einmal fiur die Kontrolle, jeweils in Doppelbestimmung,
eingesetzt. Zu den Test-Proben wurde darauf 50l einer Kreatinlésung in TRIZMA-
Puffer und zu den Kontroll-Proben 50yl TRIZMA-Puffer ohne Kreatin pipettiert.
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Danach wurden Test- und Kontroll-Proben wieder vollkommen gleich behandelt,
indem zuerst 50ul A. bidest. und nach einer 5 minatigen Inkubation bei 37°C 4yl
ATP-Gluthation-Lésung je Kavitat der 96-Loch-Platte zugegeben wurde. Nach einer
Inkubation bei 37°C fur 30 Minuten erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit 80yl
30%iger Trichloressigsaure. Der Uberstand wurde hierauf von den ausgeféliten
Proteinen mit einer Multiscreen™ Filterplatte mit einer Porengroéf3e von 0,22um und
einem entsprechenden Absauggerat getrennt und jeweils 50ul in eine neue 96-
Lochplatte (UVMax™) uberfluhrt. Nach Zugabe von 20yl A. bidest., 50yl einer sauren
Molybdatlésung und 12,5ul des Fisk&Subbarow reduzierenden Agens wurde noch
einmal fur 30 Minuten inkubiert wahrend das Phosphokreatin hydrolysiert wurde, und
anschlief3end die Absorption bei 700nm im Spectra Max 250 gemessen.

Zur Auswertung wurden die gemessenen Absorptionswerte anhand der zuvor
ermittelten Eichkurve in ug Phosphor umgerechnet. Die Differenz aus den jeweilig
entsprechenden Werten fur die Test- und die Kontroll-Proben ergab dann das von
der Kreatinkinase umgesetzte anorganische Phosphat AuP. Dieses AuP wurde
darauf anhand einer von der Firma Sigma ermittelte Tabelle in Kreatinkinase-Units
(EU) umgerechnet. 1EU der Kreatinkinase setzt dabei ein ymol Phosphokreatin pro
Sekunde bei 25°C um.

CK
ATP + Kreatin ——— > ADP + Phosphokreatin
Hydrolyse
Phosphokreatin —— Kreatin + Anorgan.
Phosphor

+ Fisk und
Subbarow
Reagenz

Farbstoff (700 nm)

Abb. 3.5.: Prinzip der Aktivitatsbestimmung der Kreatinkinase.
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3.6. Untersuchung verschiedener zellphysiologischer Parameter

3.6.1. Bestimmung der Zytotoxizitat (LDH)

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat von Zellen in Monokultur fand der Cytotoxicity
Detection Kit (LDH) der Firma Roche Verwendung. Ein Anstieg in der Menge von
toten oder membrangeschadigten Zellen fihrt zu einer Erhéhung der Laktat-
Dehydrogenase (LDH)-Aktivitat in Zellkulturiberstanden. Zur Bestimmung der LDH
Aktivitat wird bei diesem Test zundchst NAD" zu NADH/H" reduziert und in einem
zweiten Schritt das H/H® von einem Katalysator (Diaphorase) auf das
Tetrazoliumsalz INT Ubertragen, welches dadurch zu Formazan reduziert wird und
durch Absorptionsmessung bei 492nm nachgewiesen werden kann.

Die Bestimmung der LDH-Aktivitat erfolgte nach der Anleitung der Firma Roche. Von
jeder Kavitat einer 6-Lochplatte wurden 500ul des 1,5ml Zellkulturiberstandes (LDH-
extern) in ein 1,5ml Reaktionsgefald Gberfuhrt. Danach wurde das restliche Medium
abgesaugt und durch 1,5ml Medium, versetzt mit 2% Triton-X 100, ersetzt und 10
Minuten inkubiert. Danach wurden wiederum 500ul des Uberstandes (LDH-intern),
der aufgrund der Permeabilisierung aller Zellen nun die gesamte in den Zellen zuvor
vorhandene LDH enthielt, in ein 1,5ml Reaktionsgefald Gberfuhrt. Der eigentliche Test
fand dann als Dreifachbestimmung in einer 96-Loch-Platte statt. 100ul der
Uberstdnde wurden hierbei mit 100ul der LDH-Reagenz vermischt, fiir 30 Minuten
bei RT inkubiert und abschlie3end die Absorption bei 492nm vermessen.

Zur Angabe der Zytotoxizitat wurde der Quotient aus LDH-extern und Gesamt-LDH
(LDH-extern + LDH-intern) gebildet.

3.6.2. Bestimmung der Zellproliferation (BrdU)

Der Einfluss der Transfektion mit verschiedenen siRNAs auf die Proliferationsrate
von HaCat- und HelaS3-Monokulturen wurde mit dem BrdU-Proliferationstestsystem
der Firma Roche in 6-Loch-Platten durchgefuhrt. Dieser Test basiert auf dem Einbau
des Pyrimidin-Analogen 5-Bromo-2’-desoxy-Uridin (BrdU) anstelle von Thymidin in

neu synthetisierte DNA. BrdU wird anschlieRend nach Fixierung der Zellen mit einem
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spezifischen mit Peroxidase gekoppelten anti-BrdU-Antikdrper durch eine
Peroxidase-Substrat-Reaktion nachgewiesen.

Die Kultivierung der Zellen und die Transfektion mit siRNA erfolgte wie unter 3.3.3.
beschrieben. 48 Stunden nach Transfektion erfolgte die Zugabe des BrdU-
Markierungs-Reagenz und die Inkubation wurde fur 24 Stunden fortgesetzt. Alle
weiteren Schritte entsprachen dem vorgegebenen Roche-Protokoll und wurden bei
RT durchgefuhrt (Roche, 2000). Nach der Fixierung der Zellen fir 30 Minuten mit 1ml
Fixans je Kavitat wurden die Zellen 90 Minuten mit 1,5ml Anti-BrdU-POD-L6sung
inkubiert, 3 mal mit 1,5ml Waschpuffer gewaschen und 30 Minuten nach Zugabe von
1ml Substratldsung bei 370nm Wellenlange im Safire Fluoreszenz-Photometer

gemessen.

3.6.3. Messung der JC-1 Fluoreszenz zur Bestimmung des Mitochondrien-
Membran-Potentials (A¥)

Zur Bestimmung des inneren mitochondrialen Membranpotentials (AW) wurde das
Fluorophor 5,5°,6,6°- tetrachloro-1,1",3,3 -tetraetylbenzimidazolylcarbocyanine iodide
(JC-1) verwendet. JC-1, das in die Mitochondrien permeirt, verandert je nach
vorliegendem inneren Membranpotential des Mitochondriums seine Fluoreszenz-
emissionswellenlange von griner Farbe in seiner monomeren Form bei niedrigem
Potential (Emission 530nm) zu rot-orange bei seiner J-Aggregat-bildenden Form und
vorliegendem hohem Potential (Emission 590nm). Die Exzitationswellenlange liegt in
beiden Fallen bei 485nm (Cossarizza et al., 1993; Reers et al., 1991; Salvioli et al.,
1997).

Nach Beendigung der dsRNA Transfektion (s. 3.3.3.2) wurden die Zellen zweifach
mit PBS w/o gewaschen und im Anschluss 10 Minuten mit 1ml je Kavitat JC-1
(10pg/ml Medium) in Medium bei 37°C inkubiert. Unmittelbar danach erfolgte
zweimaliges Waschen mit 2ml eiskaltem PBS, bevor die Zellen dann in 1ml eiskaltem
PBS von der Plattenbodenseite im Fluoreszenzmessgerat Safire vermessen wurden.
Eine Umrechnung der mit JC-1 quantifizierten Fluoreszenzdaten in absolute
Potentialwerte in Millivolt mittels Nernst-Gleichung konnte nicht erfolgen, da weder

intra- noch extramitochondriale lonenkonzentrationen fur die jeweils vorliegenden
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Zellen ermittelt werden konnten. Daher wurde der relative Wert des
Mitochondrienmembranpotentials als Quotient der erhaltenen hintergrundkorrigierten
Fluoreszenzdaten (Ex 485nm, Em 590nm/Ex 485nm, Em 530nm) berechnet.

3.6.4. Bestimmung der Apoptose (Annexin V)

Apoptose ist ein physiologischer Prozess des selektiven Zelltodes, der wahrend der
embryonalen Entwicklung ebenso wie bei der Erhaltung der Gewebe-Homeostase
auftritt. Die Apoptose ist dabei z.B. charakterisiert vom Verlust der Plasmamembran
Asymmetrie, Kondensation des Zytoplasmas und des Kerns und dem Abbau der
DNA. Der Verlust der Assymetrie der Plasmamembran ist hierbei einer der ersten
Prozesse. In apoptotischen Zellen wird das Membran-Phospholipid Phosphatidylserin
von der inneren zur aulleren Seite der Plasmamembran transloziert, wodurch
Phosphatidylserin der zellularen Umgebung exponiert wird. Annexin V ist ein 35-
36kDa Ca?* abhangiges Phospholipid-bindendes Protein mit einer starken Affinitat fiir
Phosphatidylserin. Somit kann mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppeltes
Annexin-V zur Detektion von Phosphatidylserin und damit zur Bestimmung der
Apoptoserate in einer durchflusszytometrischen Analyse eingesetzt werden. Zur
Bestimmung der Apoptose wurde der Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit | der
Firma BD Bioscienses nach deren Vorgaben verwendet.

Die Zellen wurden 72 Stunden nach der Transfektion mit dsRNA (s. 3.3.3.2.) in 1x
Trypsin/EDTA durch Inkubation fur 10 Minuten bei 37°C vom Boden der 6-Loch-
Platte geldst, in Medium aufgenommen und in 15ml-Probenréhchen Uberfihrt. Nach
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1500 UpM wurde zweimal mit kaltem PBS
gewaschen und dazwischen ebenfalls fir 10 Minuten bei 1500 UpM zentrifugiert.
Nachdem die Zellen schlie8lich in 100ul 1x Bindungs-Puffer aufgenommen waren,
wurden jeweils 5yl Annexin V-FITC und 5ul Propidiumjodid (PJ) dazupipettiert. PJ
interagiert mit der DNA und gelangt dabei nur in die Zellen, wenn die
Plasmamembran bereits aufgeldst ist. Somit markiert eine PJ Fluoreszenz bereits
tote, also nicht mehr apoptotische Zellen. Nach sanftem Mischen der Proben, wurden
diese bei RT im Dunkeln fur 15 Minuten inkubiert, weitere 400ul 1x Bindungspuffer
zugegeben und die dann sofort durchluBzytometrisch im Calibur FACS-Gerat von

Becton Dickinson analysiert.
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3.7. Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse wird ein heterogenes Proteingemisch zunachst
gelelektrophoretisch aufgetrennt und danach auf eine geeignete Transfermembran
Ubertragen. Hierbei entsteht eine exakte Replik des urspringlichen Gels, wobei die

aufgetrennten Proteine auf der Membran immobilisiert werden.

3.7.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Der Reibungskoeffizient und die Nettoladung eines Proteins bestimmen seine
Wanderungsgeschwindigkeit wahrend der Gelelektrophorese. Werden Proteine mit
SDS behandelt, lagern sich SDS-Anionen proportional zum Molekulargewicht an die
Proteine an und linearisieren diese aufgrund ihrer chaotropen Wirkung. Die naturliche
Ladung der Proteine wird durch die wesentlich hohere Ladung der angelagerten
SDS-Moleklle vernachlassigbar. Die Wanderungsgeschwindigkeit der denaturierten
Proteine ist bei der SDS-PAGE dem Logarithmus ihrer Masse direkt proportional
(Cooper, 1980).

FUr die Auftrennung von Proteingemischen aus zytoplasmatischen Extrakten wurden
Criterion™-Gele (10% Tris-HCI-Trenngele mit 4%-Sammelgelen) und eine

entsprechende Elektrophorese-Apperatur der Firma Bio-Rad verwendet.

Verwendete Losungen:

Elektrophorese-Puffer (10x):
250 mM Tris/HCI, pH 8,8
1,9 M Glycin
1% (x/v) SDS

Auftragspuffer (2x), reduzierend:

Laemmli-Puffer Sigma, Munchen

Nach der Proteinbestimmung (s. 3.4.4.) wurden gleiche Mengen von Protein in

Mikroreaktionsgefalien lyophilisiert, mit reduzierendem Auftragspuffer im Verhaltnis
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1:1 vermischt und die Proteine bei 95°C fur funf Minuten denaturiert sowie
Disulfidbricken reduziert. Nach Abkuhlung wurden die Proben und ein Protein-
standard bei 80V 20 Minuten in das Sammelgel einwandern lassen, wonach die
eigentliche Elektrophorese ca. eine Stunde bei 180V betrieben wurde, bis die

Bromphenolblau-Bande 0,5cm vor dem Gelende angelangt war (Laemmli, 1970).

3.7.2. Halb-Trocken-Blot

Die negative Ladung der SDS-beladenen Proteine lasst diese im elektrischen Feld
zur Anode wandern. Beim Halb-Trocken-Blot befindet sich zwischen dem SDS-Gel
und der Anode eine Nitrozellulose-Membran, die die Proteine immobilisiert, sobald
diese auf sie treffen. Der Halb-Trocken-Blot wurde mit dem unten angegebenen
Puffer in einer Blot-Apparatur der Firma Bio-Rad durchgefihrt.

Der Zusammenbau des Blotes erfolgte luftblasenfrei. Der Proteintransfer wurde
innerhalb von 1 Stunde bei einer Stromstarke von 120mA (ca. 1TmA/cm?)

durchgefuhrt. Fir den Blot fand nur das Trenngel Verwendung.

Verwendete Puffer:

Blotting-Puffer:
1,3 mM SDS
40 mM  Glycin
30 mM  Tris
20 % Methanol

Aufbau des Halb-Trocken-Blots:

Kathode

3 Lagen Filterpapier, getrankt mit Blotting-Puffer
SDS-PAGE

Nitrozellulose-Membran, 5 Minuten aquilibriert in Blotting-Puffer

3 Lagen Filterpapier, getrankt mit Blotting-Puffer
Anode
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3.7.3. Immunchemische Detektion

Die immunchemische Detektion des nachzuweisenden Proteins auf der
Nitrozellulose-Membran  erfolgte  Uber indirekte Antikdrpermarkierung. Als
Detektionssystem wurden Peroxidase (POD)-gekoppelte sekundare Antikoérper
verwandt. Bei der eigentlichen Detektion wurde Luminol als Substrat der POD
umgesetzt, wobei Chemilumineszenz entstand. Diese Chemilumineszenz trat in den
Bereichen der zu detektierenden Proteine auf der Membran auf und konnte mit dem
Lumi-Imager der Firma Boehringer als distinkte Banden nachgewiesen werden.
Zwischen Bandenintensitat und Menge des nachzuweisenden Proteins besteht eine
proportionale Beziehung.

Die Nitrozellulose-Membran wurde einmal kurz in PBS gewaschen und eine Stunde
bei RT mit 5% Blocking-Reagenz abgesattigt. Die Antikdrper-Losung wurde in 5%
Blocking-Reagenz verdinnt und die Membran darin tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Es
folgen drei zehnminutige Waschritte mit PBS/Tween. Der sekundare POD-
gekoppelte Antikorper wurde ebenfalls in 5% Blocking-Losung verdinnt und die
Membran damit 45 Minuten bei RT geschwenkt. Es folgten wiederum zwei
zehnminitige Waschschritte mit PBS/Tween und zwei weitere zehnmindtige
Waschschritte in PBS. Die Membran wurde abgetropft, funf Minuten mit 10ml
Luminolreagenz inkubiert und zur Detektion im Lumi-Imager zwischen zwei
Klarsichtfolien gelegt. Detektiert wurde mit Hilfe der LumiAnalyst-Software mit
Expositionszeiten von einigen Sekunden bis zu einigen Minuten. Anschlie3end
wurden die optische Dichte der Banden mit der oben genannten Software quantitativ
ausgewertet.

Verwendete Lésungen:

Blocking-Reagenz (5%):

5% (w/v) Magermilchpulver
95% Dulbecco’s PBS w/o (1x, fertig bezogen)

PBS/Tween:

0,1% (v/iv) Tween-20
99,9% (v/v) Dulbecco’s PBS w/o (1x, fertig bezogen)
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Luminolreagenz:
5 ml Substanz A
5 ml Substanz B

(frisch angesetzt nach Herstellerangaben)

Verwendete Antikorper:

anti-CK, BB, polyklonal, Kaninchen IgG Einsatzverdinnung 1:1000

anti-CT, polyklonal, Kaninchen IgG Einsatzverdinnung 1:1000
anti-CK, mitochondrial, Kaninchen IgG Einsatzverdinnung 1:500
Ziege anti-Kaninchen IgG, POD-konjugiert,

polyklonal Einsatzverdiunnung 1:1000

3.8. Histologie

3.8.1. Anfertigung von Kryostatschnitten

Die histologischen Untersuchungen wurden an 7um dicken Kryostatschnitten von
Haut-Biopsien durchgefuhrt. Die Biopsien wurden uUber flissigem Stickstoff in
Einbettmedium (Tissue-Tek, Leica, Nussloch) eingefroren, bei -80°C gelagert und auf
Trockeneis transportiert. Zum Schneiden wurde die eingebettete Biopsie mittels
Einbettmedium auf einem Praparatehalter montiert. Das Schneiden der Probe
erfolgte bei -30°C im Kryostaten. Die Kryostatschnitte wurden direkt vom Messer auf
einen Poly-L-Lysin- beschichteten (s. 3.8.2.) Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte
auf dem Objekttrager wurden einige Minuten bei RT angetrocknet und anschlieRend

bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.

3.8.2. Objekttragerbeschichtung

Zur Beschichtung wurden Objekttrager zehn Minuten bei RT in einer Poly-L-Lysin-
Lésung (Poly-L-Lysin 0,1%, in A. bidest. verdinnt) getaucht und im Trockenschrank
bei 60°C getrocknet.

50



Methoden

3.8.3. Aussaat von Zellen fiir die Inmunzytochemie

Um Immunzytochemie an Zellen durchzufuhren, wurden diese auf so genannten
LabTeks ausgesat. Bei LabTeks handelt es sich um Glasobjekttrager, auf denen mit
Hilfe einer Silikondichtung Plastikkammern zur Inkubation von Zellen befestigt sind.
Vor der Aussaat wurden die LabTeks mit Collagen beschichtet. Dazu werden 1ml
Kollagenlosung 1:10 in 0,1%iger essigsaurer, steriler PBS-Losung verdinnt und
250ul in jede Kammer eines 8-Loch LabTeks gegeben und fur 30 Minuten bei RT
inkubiert. Danach wurde die Kollagenldsung abgenommen und nach einer kurzen
Trockenzeit einmal mit 300ul PBS gewaschen. Auf die so vorbereiteten LabTeks

wurden die Zellen dann mit einer Dichte von 5000 bis 10000/cm? Zellen ausgesat.

3.8.4. Fixierung von Kryostatschnitten und Zellen

Fur die indirekte Immunchemie wurden die 7um dicken Kryostatschnitte (s. 3.8.1.),
bzw. die Zellen auf den LabTeks zehn Minuten bei -20°C in Methanol/Aceton fixiert
und anschlieRend dreimal zehn Minuten in PBS gewaschen. Diese Art der Fixierung
fuhrt zur Denaturierung von Proteinen und zur Permeabilisierung der Zellen.
Letzteres ist insbesondere flir den Nachweis von intrazellularen Strukturen wichtig,

damit der entsprechende Antikorper zu seinem Epitop gelangen kann.
Verwendete Losungen:
Methanol/Aceton:

50% (v/v) Aceton
50% (v/v) Methanol

3.8.5. Indirekte Immunchemie

Die Kreatinkinase BB (CK-BB), die mitochondriale Kreatinkinase (CK-mt) und der
Kreatin-Transporter (CT) wurden Uber indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen.
Die entsprechenden Antigene wurden hierbei mit spezifischen Primarantikérpern

(anti-CK-BB, anti-CK-mt, anti-CT) markiert. Die Primarantikorper ihrerseits wurden
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Uber einen Fluorophor-gekoppelten sekundaren Antikorper fluoreszenzmikroskopisch
detektiert.

Sofern nicht anders angegeben, erfolgten die Arbeitsschritte bei RT und die
Antikorperinkubation in der feuchten Kammer, bei Fluorophor-markierten Sekundar-

antikorpern zusatzlich im Dunkeln.

Antikorper-Markierung

Antikérper neigen wie alle Ubrigen Proteine dazu, unspezifisch an zellulare
Strukturen zu adharieren. Diese unspezifischen Protein-Protein-Interaktionen kénnen
durch Vorinkubation mit anderen Proteinen, gegebenenfalls mit Proteinen aus der
,naturlichen“ Umgebung des jeweiligen Antikorpers verringert werden. Meistens ist
dabei bovines Serumalbumin (BSA) zur Absattigung der unspezifischen
Bindungsstellen ausreichend.

Die fixierten Schnitte und Zellen wurden zunachst eine Stunde mit 1% BSA (w/v) in
PBS abgesattigt. Nach der Absattigung wurde die Losung abtropfen lassen und die
verbleibende Flussigkeit vorsichtig entfernt. Der primare Antikorper wurde
entsprechend der optimalen Einsatzkonzentration in 0,1% BSA verdinnt und die
Lésung bei 4°C gelagert. Etwa 100ul der Antikérperlésung wurden auf den Schnitt
bzw. etwa 200yl je Kammer eines LabTeks aufgebracht und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Es folgten drei zehnminlitige Waschritte mit PBS und das oben
beschriebene Abtropfen der Objekttrager. Der sekundare Antikérper wurde ebenfalls
auf seine optimale Einsatzkonzentration eingestellt und mit einem Volumen von ca.
100 bzw. 200ul fur die Dauer von einer Stunde auf die Schnitte bzw. Zellen
aufgebracht. Danach wurden die Schnitte wiederum dreimal zehn Minuten mit PBS
gewaschen.

Fur die Hintergrundbestimmung wurden zusatzlich Schnitte angefertigt, die nicht mit
dem spezifischen ersten Antikorper markiert, ansonsten aber gleich behandelt

wurden.

Indirekte Immunfluoreszenz:

Die fertig markierten Praparate wurden nach den Waschritten abgetropft, von

Uberschussiger Flussigkeit befreit und mit Mowiol-Eindeckmedium (s. 3.8.6.) und
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einem Deckglas eingedeckt. Danach wurden die Objekttrager bei 4°C im Dunkeln

gelagert und innerhalb von 24 Stunden mikroskopiert.

Verwendete Antikorper:

anti-CK, BB, polyklonal, Kaninchen IgG Einsatzverdinnung 1:1000

anti-CT, polyklonal, Kaninchen I1gG Einsatzverdinnung 1:1000
anti-CK, mitochondrial, Kaninchen IgG Einsatzverdiinnung 1:500
anti-Lamin A/C, Maus monoklonal, SC-7292 Einsatzverdunnung 1:500
anti-Mitochondria, monoclonal, Maus, 1gG Einsatzverdinnung 1:500

Ziege anti-Kaninchen IgG,

AlexaFluor™488 konjugiert, polyklonal Einsatzverdunnung 1:1000
Ziege anti-Maus 1gG,

AlexaFluor™488 konjugiert, polyklonal Einsatzverdinnung 1:1000
Ziege anti-Maus IgG,

AlexaFluor™546 konjugiert, polyklonal Einsatzverdunnung 1:1000

3.8.6. Herstellung von Mowiol-Eindeckmedium

12g Mowiol wurden in 30ml A. bidest. eingerthrt. Anschlielend wurde unter Ruhren
60ml 0,2M Tris/HCI zugegeben und der pH-Wert auf 8,5 eingestellt. Diese Ldsung
wurde auf 100ml mit A. bidest aufgefillt und Gber Nacht bei RT gerihrt. Am nachsten
Tag wurde die Losung fur 45 Minuten auf 90°C erhitzt, auf 50°C abgekuhlt und 30g
Glycerin eingeruhrt. Die Lésung wurde aliquotiert bei -20°C gelagert.

3.8.7. Bildanalytische Dokumentation

Die fluoreszenzmarkierten Schnitte wurden mit dem Axiovert S100 mikroskopiert und
reprasentative Aufnahmen mit der Intas-Videokamera und der Aufnahmesoftware
Kamera-Control bzw. mit der ColourViewll Digitalkamera und der Software AnalySIS
angefertigt.

Gleichzeitig wurden Durchlichtaufnahmen der gleichen Schnittbereiche angefertigt.
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3.9. Elektronenmikroskopie

3.9.1. Fixierung und Einbettung der Zellen
Die Zellen wurden 72 Stunden nach der Transfektion mit dsRNA (s. 3.3.3.2.) einmal

mit kaltem PBS gewaschen und anschlieend eine Stunde bei 4°C in 1ml Gemisch
von ITO und Cacodylatpuffer im Verhaltnis 1:1 fixiert. Nachdem die Zellen in ein
1,5ml Reaktionsgefald Uberfuhrt und bei 1500 UpM fur 10 Minuten zentrifugiert
worden waren, wurden diese 4 mal mit 1ml 0,1M Cacodylatpuffer fur 10 Minuten
gewaschen und jeweils erneut bei 1500 UpM fur 10 Minuten zentrifugiert. Danach
wurde flr 1Stunde mit 1ml Osmium-Fixierungs-Lésungs nachfixiert und mehrmals mit
A. bidest. gewaschen.

Anschliel3end folgte die Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (s. Tab.
3.9.1)).

Ethanol 50% 10 Minuten

Ethanol 70% Zweimal 10 Minuten
Ethanol 90% Zweimal 10 Minuten
Ethanol absolut Zweimal 10 Minuten

Tab. 3.9.1.: Entwasserung der fir Elektronenmikroskopie fixierten Zellen

Fur die Einbettung wurden die Zellen dann zweimal fir 10 Minuten mit Propylenoxid
und eine Stunde in einem Gemisch aus Propylenoxid und Epon-Gebrauchslésung im
Verhaltnis 1:1 inkubiert und schliellich Gber Nacht in Epon offen stehen gelassen,
damit das Propylenoxid verdampfen konnte.

Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet in einem Epontropfen vorsichtig in eine
Gelatinekapsel Uberfuhrt, fur zwei Stunden bei 60°C inkubiert und die Kapsel mit

Epon aufgeflllt. Nach einer Aushartzeit von 72 Stunden bei 60 °C und Auflosen der

54




Methoden

Gelatinekapseln in heilem Wasser, waren die eingebetteten Zellen fertig zum

Schneiden.

Verwendete Losungen:

ITO s. 2.3.6.
Cacodylatpuffer 0,2M s. 2.3.6.
Osmium-Fixierungs-Losung s. 2.3.6.
p-Dimethylaminomethylphenol s. 2.3.6.
Propylenoxid s. 2.3.6.
Epon-Gebrauchslésung s. 2.3.6.

3.9.2. Ultradiinnschnitte und Mikroskopie

Die Ultradinnschnitte der eingebetteten Zellen (s. 3.9.1.) wurden im Zentrallabor fur
Elektronenmikroskopie am Institut fur Klinische Zytobiologie und Zytopathologie der
Phillips-Universitat Marburg auf dem Mikrotom Ultracut FC 4E der Firma Reichert-
Jung angefertigt.

Die fertigen Schnitte wurden dann an einem Zeiss EM109 Elektronenmikroskop in
Vergroflerungen von 3000 bis 30000fach mikroskopiert und Fotos auf einem

Schwarzweildfilm (Macophot ORT25c¢) angefertigt.

3.10. Reverese-Transkriptase Polymerasen-Ketten-Reaktion

Fur alle Arbeiten mit RNA wurden sterile Reaktionsgefal’e, Pipettenspitzen und
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltes Wasser eingesetzt. Fir DEPC-Wasser
wurde 1ml DEPC auf 11 A. bidest. gegeben, die Losung Uber Nacht bei RT gerlhrt
und anschlief3end fur 30 Minuten autoklaviert.
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3.10.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte nach dem Protokoll fir RNA-Isolierung mit
RNAzol™ B der Firma Wak Chemie.

Die Homogenisation der Zellen erfolgte nach einmaligem Waschen mit PBS in 0,5ml
RNAzol™ B je Kavitat einer 6-Loch-Platte, in der Zellen, wie unter 3.2.2. und 3.2.3.
beschrieben, angezogen worden waren. Die Zellen wurden in dem RNAzol™ B mit
einem Zellscraper vom Boden gelost und nach mehrmaligem auf- und abpipettieren
in ein 1,5ml Reaktionsgefal Uberfuhrt. Danach wurden die Phasen durch Zugabe
von 100ul Chloroform separiert. D.h. zunachst wurde flir 30 Sekunden mit dem
Vortexer jede Probe mit dem Chloroform grundlich durchmischt, die Proben fur 5
Minuten bei 4°C inkubiert und anschliefend fur 15 Minuten bei 4°C und 12000g
zentrifugiert. Die so gebildete obere, wassrige Phase wurde in ein neues 1,5ml
Reaktionsgefal tberfihrt und die RNA durch Zugabe von 500ul Isopropanol und
Inkubation fur 15 Minuten bei 4°C gefallt. Nach einer weiteren Zentrifugation fur 15
Minuten bei 4°C und 12000g wurde der Uberstand der prazipitierten RNA entfernt
und zweimal mit 75% Ethanol gewaschen, wobei zwischen den Waschschritten
jeweils fur 8 Minuten bei 4°C und 7500g zentrifugiert wurde. Das RNA-Pellet wurde
nach dem letzten Waschschritt vorsichtig antrocknen gelassen, in 40ul DEPC-
Wasser aufgenommen und bei -80°C gelagert.

Zur Bestimmung der Konzentration der in DEPC-Wasser geldsten RNA wurden 2yl
der RNA-L6sung in 200yl TE-Puffer aufgenommen und photometrisch bei einer
Wellenlange von 260nm in einer Quarzglas-Kuvette im Spectra Max Photometer
ausgemessen. Der ermittelte Wert wurde mit 40 multipliziert. Dies entspricht der
Konzentration der RNA in pg/2ul der RNA-Ausgangslosung. In der RT-PCR (s.
3.10.2.) wurden 100pg der RNA eingesetzt.

3.10.2. Reverse-Transkriptase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Polymerasenkettenreaktion (PCR) dient der in vitro Amplifikation definierter
cDNA-Abschnitte aus geringen DNA-Ausgangsmengen. Notwendig sind fur die
Reaktion sequenzspezifische Oligonukleotide (Primer), die sich jeweils am 5’- und 3’-

Ende der zu amplifizierenden DNA-Abschnitte (Templates) anlagern kénnen. Das
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Grundprinzip der PCR unterteilt sich in drei Reaktionsschritte, wobei im ersten Schritt
die doppelstrangige DNA denaturiert wird, im zweiten Schritt sich Primer an die
einzelstrangige DNA anlagern (,annealing“) und im dritten Reaktionsschritt die DNA-
Polymerase, ausgehend von den angelagerten Primern, komplementare DNA-
Strange synthetisiert (,Extension®).

Bei der RT-PCR-Reaktion ist der eigentlichen PCR-Reaktion noch die Umsetzung
der RNA in cDNA vorgeschaltet. Dieser Prozess wird reverse Transkription (RT)
genannt und wird von dem Enzym Reverse-Transkriptase durchgefuhrt.

In dem hier verwendeten SuperScript™One-Step RT-PCR with Platinum® Taq
System finden die RT-Reaktion zur Generierung der cDNA aus RNA und die
anschlielende Vervielfaltigung dieser DNA mittels PCR in einem Reaktionsansatz
mit den gleich genspezifischen Primern statt. Hierzu liegen im RT/Platinum® Taq Mix
eine Mischung von SuperScript™ |l Reverse-Transkriptase und Platinum® Taq DNA
Polymerase, welche von einem Antikdrper inhibiert wird, vor.

Die RNA wurde in einer Menge von 100pg eingesetzt und die Reaktionsansatze
entsprechend der unten angeflhrten Tabelle grundlich vermischt und vor Beginn der
RT-PCR-Reaktion kurz anzentrifugiert. Zunachst erfolgte die Transkription der RNA
bei 42°C von den spezifischen Primern ausgehend (wie bei der PCR beschrieben),
durch die Reverse-Transkriptase. Danach wurde durch den ersten Denaturierungs-
schritt der neusynthetisierten cDNA gleichzeitig der Antikorper inaktiviert und damit
die Aktivierung der Platinum® Taq DNA Polymerase herbeigefuhrt. Diese fuhrte dann
mit den gleichen Primern nach dem weiter unten aufgefihrten Programm in 40
Zyklen die PCR-Reaktion (s. oben) zur Vervielfaltigung der DNA durch. Nach
weiteren 10 Minuten bei 72°, in denen die Synthese noch unfertiger cDNA-Kopien
abgeschlossen wurde, wurden die Proben dann auf 6°C abgekuhlt und anschlieRend
bei -20°C gelagert.

Reaktionsansatz:
2fach Reaction Mix 25ul
Template RNA 100pg
Sense Primer (10uM) 1l
Anti-sense Primer (10uM) 1l
RT/Platinum® Taq Mix 1l
A. bidest. auf 50 pl auffullen

57



Methoden

Programm des Thermocyclers:

1. 42°C fur 30 Minuten
94°C far 2 Minuten
94°C fur 30 Sekunden
55°C fur 30  Sekunden 40 Zyklen
72°C fur 1 Minute N
72°C fur 10 Minuten
6°C unendlich

N o g bk~ w0

3.10.3. Agarose-Gel-Elektophorese

DNA kann in einem elektrischen Feld der Grofle nach aufgetrennt werden. Hierzu
wird die DNA auf ein so genanntes Agarosegel aufgetragen. Im elektrischen Feld
wandert die durch ihre Phosphatgruppen negative geladene DNA durch das Gel zur
positiven Elektrode.

Kleine Bruchstlicke bewegen sich schneller durch das pordose Gel als grofRere.

Dadurch werden die DNA-Fragmente, nach Gréle sortiert, aufgetrennt.

Verwendete Losungen und Chemikalien:

1fach TBE (Tris-Borat-EDTA):
verdiinnt aus 5fach TBE (s. 2.3.8.) mit A. bidest.

1fach TAE s. 2.3.8.
DNA Probenpuffer s. 2.3.8.
100bp Grolkenmarker s. 2.3.8.
Ethidiumbromidlésung EtBr (10 mg/ml) s. 2.3.8.
Agarose s. 2.3.8.

Nach Abwiegen der entsprechenden Menge Agarose (1% w/v) wurde diese in einem
Erlenmeyerkolben mit 1fach TBE (Menge je nach Grolie des Gels) gemischt, in der

Mikrowelle aufgekocht und der FlUssigkeitsverlust beim Kochen mit A. bidest.
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ausgeglichen. Dann wurde das Gel in einen Geltrager mit zuvor eingesetztem
Probenkamm gegossen und bei RT erstarren gelassen. Nach Platzierung des Gels in
der mit 1fach TBE-Puffer gefillten Gelkammer wurden die vorbereiteten Proben (mit
DNA Probenpuffer im Verhaltnis 1 zu 10 gemischt) in die durch Entfernung des
Kammes entstandenen Geltaschen pipettiert. Es wurde je nach GroRe der
aufzutrennenden Gele flr 2-3 h eine Spannung von 70V angelegt.

Fur die Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde statt TBE-Puffer der oben
aufgefuhrte TAE-Puffer eingesetzt (s. 3.10.4.).

3.10.4. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur lIsolierung von DNA aus Agarosegelen fand der S.N.A.P. ™ Gel Purification Kit
der Firma Invitrogen Verwendung. Da Borat mit dem im Kit verwendeten
Natriumiodid interferiert, wurde bei der Agarosegelelektrophorese TAE statt TBE
eingesetzt (s. 3.10.3.). Die bei der RT-PCR (s 3.10.2.) entstandenen DNA-Fragmente
wurden daher in einem TAE-Gel (s. 3.10.3.) aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
gefarbt. Danach wurden die entscheidenden Banden aus dem Agarosegel auf einem
UV-Schirm ausgeschnitten und in einem 1,5ml| Reaktionsgefald abgewogen. Zu
100ug des Gels wurden 250ul der 6,6M Natrium-Jodid-Lésung gegeben, grindlich
gevortext und bei 45°C fur ca. 5 Minuten inkubiert, bis die Agarose vollstandig
geschmolzen war. Danach wurde bei RT 525ul Bindungs-Puffer zugegeben und gut
durchmischt.

Nach Zusammensetzten der S.N.A.P.™ Aufreinigungs-Saule und des Sammel-
gefalRes, wurden die DNA-Agarose-Losung (875ul) auf die Saule gegeben und bei
3000g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Die Flussigkeit aus dem Sammelgefal® wurde
dann noch zweimal auf die Saule gegeben und zentrifugiert, um sicherzustellen,
dass die gesamte DNA an dem Saulenmaterial gebunden hat. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurde die FlUssigkeit verworfen und die Saule zweimal mit
400ul 1fach Waschlésung gewaschen und zentrifugiert. Nachdem auch die
Waschlosung verworfen worden war, erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 1
Minute bei 10000g, um die Restflussigkeit aus der Saule zu entfernen. Anschliel3end
wurde die Saule auf ein steriles 1,5ml Reaktionsgefall gesetzt und 40pl steriles

Wasser auf die Saule gegeben, eine Minute bei RT inkubiert und dann fir eine
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Minute bei 10000g zentrifugiert. Das Reaktionsgefal® mit der DNA-L6sung wurde
sofort auf Eis gestellt bzw. zur Lagerung bei -20°C eingefroren.

Ein 2 yl Aliquot der Losung wurde dabei 1:200 in TE verdunnt und die Konzentration
der DNA photometrisch bei einer Wellenlange von 260nm gemessen. Die so
bestimmten Messwerte wurden mit dem konstanten Wert 50 und mit dem

Verdlinnungsfaktor multipliziert und erhielt so die Menge an DNA in ug.

3.10.5. Restriktions-Verdau

Beim Restriktions-Verdau wird mit Hilfe von aus Bakterien isolierter Enzyme DNA an
genau definierten Stellen geschnitten. Die unterschiedlichen Enzyme erkennen
jeweils spezifische DNA Sequenzen. Durch Auswahl bestimmter Enzyme lasst sich

somit eine DNA in exakt definierte Bruchstlicke zerschneiden.

Verwendete Losungen:

10x Reaktionspuffer fur Restriktionsenzyme s. 2.3.8.

Restriktionsenzyme s. 2.3.8.

Es wurde ein Gesamtreaktionsvolumen von 15ul flir den analytischen Verdau
gewahlt. Dabei wurden 5ul der RT-PCR-Produkte, 1,5ul des jeweiligen Reaktions-
Puffers und 7,5ul A. bidest. vermischt. Vor Zugabe des Enzyms wurde der
Reaktionsansatz grundlich gevortext und kurz zentrifugiert. Danach wurde nur noch
vorsichtig mit der Pipettenspitze durchmischt, um die Restriktionsenzyme zu schonen.
Bei der Menge der verwendeten Enzyme ist zu beachten, dass bei einem
analytischen Verdau nur 1ul verwendet wurde, um inhibitorische Effekte einer zu
hohen Glyzerolkonzentration zu vermeiden. Die Reaktionsansatze wurden fur 2
Stunden bei 37°C im Warmeschrank inkubiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Kreatinkinase und Kreatintransporter in humaner Haut

Zunachst wurde das  Vorkommen des Kreatinkinase-Systems mit
immunhistologischen Untersuchungen und Western-Blot-Analysen in humaner Haut

untersucht.

4.1.1. Histologische Untersuchungen

In den immunhistologischen Untersuchungen an humaner Haut und primaren,
humanen Keratinozyten wurden die Kreatinkinase-lsoformen CK-BB und CK-mt
sowie der Kreatinkinase-Transporter CT detektiert.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Untersuchungen an Gefriermikrotom-
Schnitten gesunder, humaner Haut sind in Abb. 4.1.1.a dargestellt. Die Durchflihrung
der Antikorperfarbungen erfolgte hierbei wie unter 3.8.5. beschrieben.

Sowohl fur die zytosolisch vorkommende CK-BB (A), als auch fur die mitochondriale
CK-mt (B) lasst sich eine deutliche Lokalisation in der Epidermis (Ep) erkennen. Die
Immunfluoreszenz ist hierbei jeweils im gesamten Zellinhalt der Keratinozyten, mit
Ausnahme der noch deutlich erkennbaren Zellkerne, verteilt. Dieses spricht fur eine
zytosolische bzw. in Organellen-organisierte Lokalistation. Bei beiden Isoformen
kann zudem eine teilweise starkere Farbung im Bereich der basalen und
suprabasalen Keratinozyten beobachtet werden.

Die Immunfluoreszenz-Farbung gegen den CT (C) ergibt hingegen ein deutliche
Anfarbung der Plasmamembranen der Keratinozyten. Besonders gut lasst sich
hierbei das Abflachen der Keratinozyten im Zuge der terminalen Differenzierung
beobachten. Zudem scheinen die basalen Keratinozyten nur im apikalen und nicht im
basalen Bereich den CT zu exprimieren.

Die Negativkontrolle mit dem Zweitantikorper (D) zeigt keine spezifischen Signale.
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50um

C 50um D 50um

Abb. 4.1.1.a: Immunhistochemie humaner Haut

Immunfluoreszenzbilder von Gefriermikrotom-Schnitten (7um) gesunder, humaner Haut-
Biopsien sind dargestellt. Die Schnitte wurden mit polyklonalen (Kaninchen) Antikbrpern
gegen die Kreatin-kinase-Isoformen CK-BB (A), CK-mt (B) und den Kreatintransporter CT (C)
markiert. Die entsprechende Negativkontrolle ist in D dargestellt. Als Zweitantikérper fand ein
Ziege-anti-Kaninchen AlexaFluor®488-Konjugat Verwendung.

Ep: Epidermis; De: Dermis; - - -: Grenze zwischen Epidermis und Dermis; Balken = 50um

Neben den Immunfuoreszenz-Untersuchungen an Gefrierschnitten wurden auch
immuncytochemische Untersuchungen an primaren, humanen Keratinozyten
durchgefuhrt. Die auf LabTeks ausgesaten (s. 3.8.3.) Keratinozyten wurden nach der
Fixierung (s. 3.8.4.), wie unter 3.8.5. beschrieben, mit Antikérpern gegen CK-BB und
CK-mt markiert (s. Abb. 4.1.1.2.). Zur Kolokalisation mit den Mitochondrien fand ein

62



Ergebnisse

spezifischer Antikdrper gegen Mitochondrien Verwendung. Bei der Farbung gegen
CK-BB (A) zeigt sich eine zytosolische, gleichmaRig in der Zelle verteilte
Grunfluoreszenz (C), die kaum Uberlappung mit der rot markierten Mitochondrien (B)
erkennen lasst.

Bei der Farbung gegen CK-mt (D) lasst sich dagegen vermehrt eine Uberlappung
(gelb) der grinen, CK-mt-Fluoreszenz (F) und der roten Mitochondrienfarbung (E)
erkennen. Sowohl die Mitochondrien, als auch die CK-mt zeigen hier im Vergleich zur
CK-BB eine vor allem um den Zellkern konzentrierte Lokalisation (s. Pfeile). Dieses

spricht fur die Lokalisation der CK-mt in den Mitochondrien.

Die Negativkontrolle mit dem Zweitantikorper (E) zeigt keine spezifischen Signale.

A 50pum B 50um C 50um

D 50um E 50um F 50um

Abb. 4.1.1.b.: : Imnmunhistochemie primarer,
humaner Keratinozyten

Immunfluoreszenzbilder  von  fixierten,  priméren,
humanen Keratinozyten sind dargestellt. Die Zellen
wurden mit polyklonalen (Kaninchen) Antikbrpern gegen
die Kreatinkinase-lsoformen CK-BB (A,B,C) und CK-mt
(D,E,F) markiert. Die entsprechende Negativkontrolle ist
in G dargestellt. Als Zweitantikérper fand ein Ziege-anti-
Kaninchen AlexaFluor®488-Konjugat Verwendung.
Balken = 50um

50um
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4.1.2. Western-Blot-Analyse

In weiteren Untersuchungen sollten die Kreatinkinasen CK-BB und CK-mt sowie der
Kreatintransporter CT auch mit der Western-Blot-Analyse in humaner Haut bzw.
primaren, humanen Keratinozyten nachgewiesen werden.

Zum Nachweis des Kreatintransporters CT wurden Proteinextrakte aus Saugblasen
(s. 3.4.4.) verschieden behandelter, humaner Hautareale gewonnen. Hierzu wurde
ein unbehandeltes, ein mit einer Placebo-Formulierung und ein mit einer 0,1%
Kreatin enthaltenden Formulierung flr eine Woche topisch behandeltes Hautareal
des distalen Oberarms miteinander verglichen. Abbildung 4.1.2.a. zeigt das Ergebnis
der Western-Blot-Analyse (s. 3.7.). Bei allen Proben ist eine deutliche Bande bei ca.
70KDa zu erkennen, das der aus der Sequenz des Kreatintransporters theoretisch
berechneten ProteingroRe (http://au.expasy.org/tools/pi_tool.html) entspricht. Die
entsprechende Negativkontrolle ohne Primar-Antikérper blieb ohne Signal.

Bei gleich aufgetragener Proteinmenge (10ug) Iasst sich hierbei kein Unterschied in

der Proteinexpression zwischen den einzelnen Proben erkennen.

_1,2_ 3 4_ > 1+2: unbehandelt
128kDa— 3+4: Placebo
85kDa— 5+6: 0,1% Kreatin
42 6kDa— "

31,2kDa— ’

Abb. 4.1.2.a.: Western-Blot-Analyse des CT an Saugblasen-Epidermis

Proteinextrakte (jeweils 10ug) aus Saugblasenepidermis verschieden behandelter, humaner
Hautareale eines Probanden wurden in einem 10%igen SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und der CT mittels eines Anti-CT-Antikérpers
nachgewiesen. In Spur 1 und 2 sind Proteine aus einem unbehandelten, in Spur 3 und 4 aus
einem mit Placebo und in Spur 5 und 6 aus einem mit 0,1% Kreatin behandelten Hautareal
aufgetragen. Als GréRBenstandard wurde der Kaleidoskop-Marker von Biorad eingesetzt.

Neben dem Nachweis der Expression des CT in humaner Haut durch

Immunhistochemie (s. 4.1.1.a.) und Western-Blot-Analyse, wurde die Funktionalitat
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des Kreatintransporters in vitro durch Aufnahme-Experimente mit radioaktiv
markiertem Kreatin untersucht (s. 4.1.3.).

Zum Nachweis der beiden Kreatinkinase-lsoformen CK-BB und CK-mt wurden
Western-Blot-Analysen (s. 3.7.) mit Proteinextrakten aus Saugblasen-Epidermis (s.
3.4.4.) von unbehandelter Haut und von zytoplasmatischen Extrakten (3.4.1.) von
Keratinozyten durchgefuhrt.

In Abbildung 4.1.2.b und c. sind die Ergebnisse dieser Western-Blot-Analysen
dargestellt. Sowohl in Saugblasen, als auch in Keratinozyten lassen sich CK-BB und
CK-mt nachweisen. CK-BB liefert hierbei ein Signal bei ca. 45kDa, welches der
theoretischen GroRe des CK-B-Monomers entspricht (http://au.expasy.org/
tools/pi_tool.html). Die Positivkontrolle (humane CK-BB der Firma Sigma, Minchen)
zeigt ein Signal von derselben GroRe. Daneben lassen sich nur bei den
Keratinozyten auch noch héhermolekulare Banden (ca. 90 und 130kDa) erkennen.
Bei der Bande um 90kDa konnte es sich um nicht vollstandig denaturierte Dimere der
CK-BB halten. Bei der Western-Blot-Analyse gegen CK-mt Iasst sich dagegen jeweils
eine Bande bei ca. 40kDa erkennen. Bei den hoher molekulare Banden (grofer
150kDa) konnte es sich um ebenso um unspezifische Kreuzreaktivitat mit nur
schlecht in diesem Gel laufendenden Proteinen oder moglicherweise auch um nicht
vollstandig denaturierte Okatamer der CK-mt handeln. Die entsprechenden
Negativkontrollen ohne Primar-Antikorper zeigen kein Signal.

Bei beiden Blots lassen sich keine Unterschiede in der Expression der CK-BB und
CK-mt bei unbehandelten und fur 24 Stunden mit 150uM Kreatin vorinkubierten

Keratinozyten (s. 3.3.1.) beobachten.
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Saug-  Keratino Positiv- Negativ-
blasen  -zyten kontroll kontrolle

(=)

t!f ' - inb. -hg eatlg '
o .
+1 = -
150kDa — '
100kDa — ‘ s
75kDa— ™
-
50kDa —
- ™ — ca. 45kDa
37kDa — ) ;
t .
25kDa— e
b
Saug- Keratino Negativ-
blasen -zyten kontrolle
unb. +Kreatin  *
. - —
150kDa —
100kDa —
75kDa — :
50kDa —
r  — — ca. 40kDa
37kDa — y
25kDa — ﬁ‘ R |
I= ; |
L R . - r -
C

Abb. 41.2. b und c: Western-Blot-Analyse der CK-BB (b) und CK-mt (c) an
Saugblasen-Epidermis und an zytoplasmatischen Extrakten von Keratinozyten
Proteinextrakte (jeweils 15ug fiir CK-BB und 10ug fir CK-mt) aus Saugblasenepidermis
unbehandelter, humaner Haut und zytoplasmatische Extrakte von Keratinozyten wurden in
einem 10%igen Tris-HCI-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und
die CK-BB (b) und CK-mt (c) mittels entsprechender Antikbrper nachgewiesen. In beiden
Blots (b und ¢) wurden in der ersten Spur Extrakte aus Saugblasen-Epidermis und in den
beiden folgenden Spuren Extrakte aus Keratinozyten (links: unbehandelt: unb.; rechts: mit
150uM Kreatin vorinkubiert: +Kreatin) aufgetragen. In b wurde zusétzlich als Positivkontrolle
isolierte CK-BB eingesetzt. Daneben befindet sich die Negativkontrolle ohne Primér-
Antikérper.

Als GréBenstandard wurde der Dual-Colour-Precision-Plus von Biorad eingesetzt.
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4.1.3. Kreatin-Aufnahme in vitro

Um die Funktionalitat des Kretintransporters zu Uberprufen, wurden Fibroblasten und
Keratinozyten in vitro mit '*C-markiertem Kreatin inkubiert und die Aufnahme
gemessen. Danach wurde mit 1mCi/ml "*C-markiertem Kreatin fiir 0, 20, 30 und 60
Minuten inkubiert (s. 3.3.2.). Als Kontrolle wurde nach 20-minatiger Inkubation 2mM
Guanidinopropionsaure GPA, ein kompetitiver Inhibitor des CT, zugegeben. Die im
Szintillationszahler gemessenen Werte der zytoplasmatischen Extrakte wurden
anschliel3end auf ihren Proteingehalt relativiert.

Abbildung 4.1.3.a. zeigt die Aufnahmekurve des "“C-markierten Kreatin in
Keratinozyten (Doppelbestimmung). Es lasst sich ein starker Anstieg des in die
Zellen aufgenommen radioaktiven Kreatins beobachten, der auch nach 60 Minuten
noch keine Sattigung erkennen lasst. Die Zugabe des spezifischen Inhibitors GPA

fuhrt zu einer deutlich verlangsamten Kreatin-Aufnahme.
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Abb. 4.1.3.a.: Aufnahme von "*C-markiertem Kreatin in Keratinozyten

Primére, humane Keratinozyten wurden in 6-Loch-Platten ausgesét und fiir 0, 20, 30 und 60
Minuten mit "“C-markiertem Kreatin inkubiert. Zu einem Teil der Zellen wurde nach 20
Minuten 2mM GPA zugegeben. In den Zell-Extrakten wurde darauf die '*C-Aktivitat mit
einem Szintillationszdhler gemessen und die Daten auf den Proteingehalt relativiert.

67



Ergebnisse

Abbildung 4.1.3.b. zeigt die Aufnahmekurve des "“C-markierten Kreatin in
Fibroblasten (Doppelbestimmung). Ebenfalls lasst sich ein Anstieg des in die Zelle
aufgenommenen radioaktiven Kreatins beobachten, der allerdings nach 60 Minuten
bereits eine Sattigung erkennen lasst. Zudem sind die gemessenen Aktivitaten um
ein Vielfaches (ca. 10fach) geringer als bei den Kreatinozyten.

Die Zugabe des spezifischen Inhibitors GPA flhrt hier nicht nur zu einer deutlich
verlangsamten Aufnahme, sondern zunachst sogar zu einem Absinken im

intrazellularen Gehalt an radioaktivem Kreatin.
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Abb. 4.1.3.b.: Aufnahme von “C-markiertem Kreatin in Fibroblasten

Primére, humane Fibroblasten wurden in 6-Loch-Platten ausgeséat und fiir 0, 20, 30 und 60
Minuten mit "*C-markiertem Kreatin inkubiert. Zu einem Teil der Zellen wurde nach 20
Minuten 2mM GPA zugegeben. In den Zell-Extrakten wurde darauf die '*C-Aktivitat mit
einem Szintillationszdhler gemessen und die Daten auf den Proteingehalt relativiert.
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4.2. Kreatinkinase-Aktivitats-Messung

Zur Messung der Kreatinkinase-Aktivitat (s. 3.5.) wurden zytoplasmatische Extrakte
verschiedener primarer, humaner Zelltypen, unterschiedlicher Spenderalter und mit
bzw. ohne Kreatin-Vorinkubation verwendet. Um die in dem Test gemessenen
Absorptionswerte bei 720nm in Bezug zu dem im Assay gebildeten, anorganischen
Phosphat zu setzten, wurde zunachst eine Eichkurve ermittelt (s. Abb. 4.2.). Die
Eichgerade (y=0,209x) wurde im folgenden zur Berechnung des im Kreatinkinase-
Test umgesetzten Phosphats verwendet. Die berechneten Phosphat-Werte wurden
dann wiederum anhand einer vom Hersteller (Sigma, Munchen) zur Verfugung
gestellten Tabelle (s. Anhang) in Enzym-Einheiten EU umgerechnet. 1EU der

Kreatinkinase setzt dabei ein umol Phosphokreatin pro Sekunde bei 25°C um.
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Abb. 4.2.: Phosphor-Kalibrierungskurve fiir Kreatinkinase-Aktivitats-Messung

Zur Kalibrierung der beim Kreatinkinase-Aktivitdts-Test gemessenen Absorptionswerte,
wurden verschiedene Phosphat-Standard-Konzentrationen eingesetzt und deren Absorption
bei 720nm in Gegenwart der sauren Molybdatlésung und des Fiske und SubbaRow
reduzierenden Agens gemessen und eine lineare Eichkurve (y=0,029x) interpoliert
(R*=Korrelationskoeffizient).
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4.2.1. Kreatinkinase-Aktivitat in verschiedenen Zelltypen

Zum Vergleich der Kreatinkinase-Aktivitat in primaren, humanen Keratinozyten und
Fibroblasten wurden zytoplasmatische Extrakte dieser beiden Zelltypen im
Kreatinkinase-Test untersucht. Wie in Abbildung 4.2.1. zu sehen ist, zeigen
Keratinozyten (n=20) eine hohere Kreatinkinase-Aktivitat als Fibroblasten (n=5).
Aufgrund dieses Befundes und der Ergebnisse aus der Immunhistologie (s. 4.1.1.1.
und 4.1.1.2.), die hauptsachlich eine Lokalisation in der Epidermis zeigen, wurden

die folgenden Versuche an Keratinozyten durchgeflhrt.

14

8,03 £ 3,83
12

-
o
1

4,15£1,27

Kreatinkinase-Aktivitat [EU]

Keratinozyten Fibroblasten

Abb. 4.2.1.: Kreatinkinase-Aktivitit in Keratinozyten und Fibroblasten
Die Kreatinkinase-Aktivitat in zytoplasmatischen Extrakten von primédren, humanen

Keratinozyten (n=20) und Fibroblasten (n=5) sind hier gegentiber gestellt. EU: umol PCr/sec
bei 25°C

4.2.2. Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinozyten

4.2.2.1. Kreatinkinase-Aktivitit in Keratinozyten im Altersvergleich

In Abbildung 4.2.2.1. ist der Vergleich der Kreatinkinase-Aktivitat primarer, humaner
Keratinozyten von jungen und alten Spendern dargestellt. Im Gegensatz zu Zellen

von jungen Spendern (als 100% gesetzt) zeigen Zellen von alten Spendern in vitro
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nur eine Aktivitat von 84%. Aufgrund der relativ hohen Standardabweichung hat eine
statistische Uberpriifung fiir n=10 keine Signifikanz ergeben, so dass hier lediglich

von einem Trend gesprochen werden kann.
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Abb. 4.2.2.1.: Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinozyten unterschiedlich alter Spender
Kreatinkinase-Aktivitat primérer, humaner Keratinozyten junger, d.h. nicht &lter als 35 Jahre
(n=10) und alter, d.h. nicht jiinger als 60 Jahre (n=10) Spender sind gegenliber gestellt. Die
Daten sind auf den jeweiligen Proteingehalt und auf junge Spender (=100%) relativiert.

4.2.2.2. Kreatinkinase-Aktivitét in Keratinozyten nach Inkubation mit Kreatin

Im Folgenden wurden primare, humane Keratinozyten alter und junger Spender flr
24 Stunden mit 150uM Kreatin inkubiert (s. 3.3.1.) und in den zytoplasmatischen
Extrakten (s. 3.4.1.) die Kreatinkinase-Aktivitat bestimmt (s. 3.5.). In Abbildung
4.2.2.2. sind die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt. Die Kreatinkinase-
Aktivitat von unbehandelten Zellen alter Spender (Kontrolle) ist als 100% gesetzt. In
Bezug hierauf zeigen unbehandelte Zellen junger Spender eine um 15% hdhere
Aktivitat (vgl. 4.2.2.1.). Nach Behandlung mit 150uM Kreatin steigert sich die
Kreatinkinase-Aktivitat alter Spender-Zellen um 23%, wahrend die Aktivitat in Zellen
junger Spender nahezu unverandert bei 116% bleibt. Eine Signifikanzberechnung
nach dem Students T-Test zeigt zwar eine Signifikanzniveau von p=0,045, aber
angesichts der relativ geringen Fallzahlen und der nur moderaten Steigerung um

23% kann man hier wohl auch eher von einem Trend sprechen.
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Abb. 4.2.2.2.: Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinozyten verschieden alter Spender nach
Inkubation mit 150uM Kreatin

Kreatinkinase-Aktivitat primérer, humaner Keratinozyten junger d.h. nicht élter als 35 Jahre
(n=10) und alter, d.h. nicht jiinger als 60 Jahre (n=13) Spender mit und ohne 150uM Kreatin-
Inkubation fiir 24 Stunden sind gegenliber gestellt. Die Daten sind auf den jeweiligen
Proteingehalt und auf die Kontrolle der alten Spender (=100%) relativiert. +: signifikant
(p=0,045)

4.2.2.3. Kreatinkinase-Aktivitidt in subzellularen Fraktionen

Vor der Messung der Kreatinkinase-Aktivitat in subzellularen Fraktionen (s. 3.4.2.)
primarer, humaner Keratinozyten wurde die Auftrennung der CK-BB in der
zytosolischen Fraktion und der CK-mt in den Mitochondrien der Organellen-Fraktion
mit einer Western-Blot-Analyse (3.7.) Uberpruft. In Abbildung 4.2.2.3.a ist die
Western-Blot-Analyse gegen CK-BB der beiden Fraktionen dargestellt.
Ausschliel3lich in der zytosolischen Fraktion (Cyt) lasst sich die, wie in der
Positivkontrolle, ca. 45kDa gro3e Bande erkennen. Dahingegen zeigt sich in der
Western-Blot-Analse gegen CK-mt (Abb. 4.2.2.3.b) die 40kDa gro3e Bande in der
Organellen-Fraktion (Org). Die Negativkontrolle, ohne Primarantikdrper, blieb in

beiden Fallen ohne detektierbare Signale.
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Anhand dieser Experimente konnte sicher gestellt werden, dass die sub-zellularen
Fraktionen primarer, humaner Keratinozyten, welche im Folgenden zur Bestimmung
der Kreatinkinase-Aktivitat Verwendung fanden, ausschlieldlich CK-BB in der

zytosolischen Fraktion, bzw. CK-mt in der Organellen-Fraktion enthielten.
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Abb. 4.2.2.3.a und b: Western-Blot-Analyse der subzelluldren Fraktionen
Proteinextrakte (jeweils 15ug fiir CK-BB und 10ug fiir CK-mt) aus subzellulédren Fraktionen
primérer, humaner Keratinozyten wurden in einem 10%igen SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und die CK-BB (a) und CK-mt (b) mittels
entsprechender Antikérper nachgewiesen. In beiden Blots (a und b) wurden in der ersten
Spur die zytosolische Fraktion (Cyt) und in der zweiten Spur die Organellen-Fraktion (Org)
aufgetragen. In a wurde zusétzlich als Positivkontrolle (K+) isolierte CK-BB eingesetzt.
Daneben befindet sich die Negativkontrolle (K-ohne Primé&r-Antik6rper. Als GréBenstandard
wurde der Dual-Colour-Precision-Plus von Biorad eingesetzt.

Es wurde die Kreatinkinase-Aktivitat (s. 3.5.) in Zytosol- und Organellen-Fraktionen (s.
3.4.2.) primarer, humaner Keratinozyten, die einmal mit und einmal ohne 150uM
Kreatin fur 24 Stunden vorinkubiert waren (s. 3.3.1), bestimmt.

In Abbildung 4.2.2.3.c. sind die Ergebnisse dieser Untersuchung gezeigt. Sowohl in
unbehandelten als auch in mit Kreatin vorinkubierten Zellen, ist die Kreatinkinase-
Aktivitat der zytosolischen Fraktion auf die CK-BB zuruckzufuhren (s. 4.2.2.3.a), mit
1,1EU bzw. 1,2EU deutlich schwacher als die in der Organellen-Fraktion mit 5,7EU
bzw. 7,0EU, welche die Aktivitat der CK-mt widerspiegelt (s. 4.2.2.3.b). Die

Vorinkubation mit 150uM Kreatin zeigte auf die Kreatinkinase-Aktivitat der
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zytosolischen Fraktion keine Auswirkung. Dahingegen lie sich die Kreatinkinase-
Aktivitat in der Organellen-Fraktion durch Vorinkubation mit 150uM Kreatin von
5,7EU auf 7,0EU, d.h. um ca. 23% tendenziell steigern.

Abb. 4.2.2.3.c.: Kreatinkinase-Aktivitat in subzellularen Fraktionen
Kreatinkinase-Aktivitdt in zytosolischer und Organellen-Fraktion isoliert aus priméren,
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1,1%1,5 1,241,5

I

Zytosol Zytosol + 150uM Mitochondrien Mitochondrien +
Kreatin 150uM Kreatin

humanen Keratinozyten (n=4) mit und ohne 150uM Kreatin-Inkubation fiir 24 Stunden sind
gegentiber gestellt. Die Daten sind auf den jeweiligen Proteingehalt relativiert. EU: umol
PCr/sec bei 25°C

4.2.2.4. Kreatinkinase-Aktivitat und Inhibition durch Wasserstoffperoxid

Zur Untersuchung des Einflusses von Wasserstoffperoxid auf die Kreatinkinase-
Aktivitat wurden in zytoplasmatischen Extrakten (s. 3.4.1.) aus unbehandelten und
fur 24 Stunden mit 150uM Kreatin inkubierten (s. 3.3.1.) primaren, humanen
Keratinozyten die Kreatinkinase-Aktivitat bestimmt (s. 3.5.). In Abbildung 4.2.2.4. sind
die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt. Die Kreatinkinase-Aktivitat von
Zellen ohne Wasserstoffperoxid-Zugabe (Kontrolle) ist jeweils als 100% gesetzt. In
Bezug hierauf geht die Kreatinkinase-Aktivitat unter Anwesenheit von 1uM bzw.

55uM Wasserstoffperoxid auf 60%, bzw. 51% zurlck. Zytoplasmatische Extrakte von
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mit 150uM Kreatin vorinkubierten Keratinozyten zeigen jeweils nur eine Abnahme in
der Kreatinkinase-Aktivitat auf 70%.
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Abb. 4.2.2.4.: Kreatinkinase-Aktivitat in primdren, humanen Keratinozyten und
Inhibition durch Wasserstoffperoxid

Die Kreatinkinase-Aktivitdt in zytoplasmatischen Extrakten (n=3) mit und ohne Zugabe von
Wasserstoffperoxid (1uM bzw. 55uM vor Messung der Kreatinkinase-Aktivitét) ist auf die
Aktivitat in zytoplasmatischen Extrakten von unbehandelten, ungestressten Kontrollzellen
relativiert (100%). Daneben ist die Kreatinkinase-Aktivitédt in zytoplasmatischen Extrakten
(n=3) von mit 150uM Kreatin fiir 24 Stunden vorinkubierten Keratinozyten unter den gleichen
Stressbedingungen dargestellt. Die Daten sind auf den jeweiligen Proteingehalt relativiert.

75



Ergebnisse

4.3. Kreatinsynthese in humaner Haut

4.3.1. Guanidino-Acetat-Methyl-Transferase (GAMT) in humaner Haut

Zum Nachweis der GAMT in Humanhaut wurde eine RT-PCR (s. 3.10.2.) an
humaner Gesamt-RNA aus Haut mit den Primern GAMT2-upper und GAMT2 lower
(s. 2.3.8.) durchgefuhrt. Als Positivkontrolle wurde in der gleichen RT-PCR humane
Gesamt-RNA aus Leber eingesetzt.

Abbildung 4.3.1.1.a zeigt die Agarosegelelektrophorese (s. 3.10.3.) der RT-PCR-
Proben. Sowohl das Produkt der RT-PCR mit Leber-RNA, als auch das mit Haut-
RNA, zeigt die nach der cDNA-Sequenz zu erwartende 300bp grol3e, distinkte Bande.
Die Negativkontrolle ohne RNA lieferte kein Signal.

Zur Kontrolle der in der RT-PCR amplifizierten cDNA wurde ein Restriktionsverdau (s.
3.10.5.) mit zwei verschiedenen Restriktionsendunukleasen durchgefihrt und die
verdaute cDNA neben der unverdauten in einem Agarosegel aufgetrennt. Neben
Resten unverdauter DNA bei 300Bp lasst sich bei dem Restriktionsverdau mit Banl
und BsaHlI jeweils das nach der Sequenz zu erwartende 200bp Fragment deutlich
erkennen (s. Abb. 4.3.1.1.b). Das bei beiden Verdauen zusatzlich anfallende 100bp
Fragment kann nur schwer detektiert werden, da in diesem Bereich das
Bromphenolblau des Auftragspuffers die Bande Uberlagert.

Neben humaner Haut-Gesamt-RNA wurde auch Gesamt-RNA aus primaren,
humanen Fibroblasten und Keratinozyten eingesetzt. Die Agarosegelelektrophorese
dieser RT-PCR ist in Abbildung 4.3.1.2. dargestellt. Neben der Leber- und der Haut-
RNA liefert auch die RNA von Fibroblasten und Keratinozyten ein Signal bei 300bp.
Die Negativkontrolle zeigte auch hier keine spezifische Bande. In dieser PCR treten
zudem noch grélere Banden auf. Da der Hintergrund auch hoéher ist, im Vergleich zu

4.3.1.1.a kann hier wohl von unspezifischen Nebenprodukten ausgegangen werden.
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300bp -
200bp =
100 bp =

Abb. 4.3.1.1.a und b: Agarosegelelektrophorese an humaner Haut-Gesamt-RNA

Die Proben aus der RT-PCR (10ul) wurden in einem 1% (w/v) Agarosegel aufgetrennt. In
Spur 2 (a) wurde das RT-PCR Produkt von humaner Leber-RNA und in Spur 4 das RT-PCR
Produkt von humaner Haut-RNA aufgetragen. Spur 1 und 3 sind dabei die jeweiligen
Negativkontrollen ohne RNA. b zeigt den Kontrollverdau des RT-PCR Produkts aus Haut-

RNA (Spur 1) mit Banl (Spur 2) und BsaH| (Spur 3). Als Marker wurde jeweils ein 100
Basenpaar Marker eingesetzt (100bp).

300bp -
200bp =
100 bp =

Abb. 4.3.1.2. (vorherige Seite): Agarosegelelektrophorese

Die Proben aus der RT-PCR (10ul) mit den Primern GAMT2 upper und lower wurden in
einem 1% (w/v) Agarosegel aufgetrennt. In Spur 2 wurde das RT-PCR Produkt von humaner
Leber-RNA und in Spur 3 von humaner Haut-RNA aufgetragen. Spur 4 und 5 zeigen die RT-
PCR Produkte mit Fibroblasten, bzw. Keratinocyten RNA.Spur 1 ist dabei die
Negativkontrolle ohne RNA. Als Marker wurde ein 100bp Marker eingesetzt.
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4.3.2. Arginin-Glycin-Amidino-Transferase (AGAT) in humaner Haut

Neben der GAMT wurde auch die AGAT mittels RT-PCR (s. 3.10.2.) in Gesamt-RNA
humaner Haut nachgewiesen. Abbildung 4.3.2. zeigt die Agarosegelelektrophorese
der RT-PCR-Produkte mit dem Primerpaar AGAT1. Neben dem RT-PCR Produkt mit
dem Primerpaar GAMT2 (s. 4.3.1.), lasst sich bei dem Produkt der AGAT RT-PCR
eine deutliche Bande bei ca. 320Bp erkennen, die der nach der Sequenz zu

erwartenden Grolde entspricht.

300bp -
200bp =
100 bp =

Abb. 4.3.2.: Agarosegelelektrophorese

Die Proben aus der RT-PCR (10ul) mit dem Primerpaar AGAT1 wurden in einem 1% (w/v)
Agarosegel aufgetrennt. In Spur 2 wurde das RT-PCR Produkt von humaner Haut-RNA mit
den GAMT-Primern und in Spur 3 das RT-PCR Produkt mit den AGAT Primern aufgetragen.
Spur 1 ist dabei die Negativkontrolle ohne RNA. Als Marker wurde ein 100bp Marker
eingesetzt.

4.3.3. Inkubation von Keratinozyten mit Guanidinoacetat

Nachdem die mRNA fir die beiden Schlisselenzyme der Kreatinsynthese, AGAT
und GAMT, sowohl in Gesamt-Haut-RNA, als auch in RNA von Fibroblasten und
Keratinozyten in vitro nachgewiesen werden konnte (s. 4.3.1. und 4.3.2.), wurde die
Wirkung der Kreatinvorstufe Guanidinoacetat auf die Kreatinkinase-Aktivitat
untersucht. Hierzu wurden primare, humane Keratinozyten mit 150uM
Guanidinoacetat fir 24 Stunden inkubiert und in den zytoplasmatischen Extrakten (s.
3.4.1.) die Kreatinkinase-Aktivitat bestimmt (s. 3.5.). Die Abbildungen 4.3.3.1. und
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4.3.3.2. zeigen diese Ergebnisse fur Keratinozyten junger (n=3), bzw. alter (n=3)
Spender. Die Kreatinkinase-Aktivitat in zytoplasmatischen Extrakten junger Spender
ist nach Guanidinoacetat-Inkubation um 22% hdéher und in Extrakten alter Spender
um 18% erhoht.

160% -
122+21%

140% -
100£15%
120% -
100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
0% - T

Kontrolle 150 uM Guanidinoacetat

Abb. 4.3.3.a.: Kreatinkinase-Aktivitit in Keratinoyzten junger Spender nach Inkubation
mit 150uM Guanidinoacetat

Kreatinkinase-Aktivitat primérer, humaner Keratinozyten junger, d.h. nicht &lter als 35 Jahre
(n=3) Spender mit und ohne 150uM Kreatin-Inkubation fiir 24 Stunden sind gegeniiber
gestellt. Die Daten sind auf den jeweiligen Proteingehalt und auf die Kontrolle der alten
Spender (=100%) relativiert.

140% -
118210%

120%

.l.
100£5%
100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
0% - T

Kontrolle 150 pM Guanidinoacetat

Abb. 4.3.3.b.: Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinoyzten alter Spender nach Inkubation
mit 150uM Guanidinoacetat

Kreatinkinase-Aktivitat primérer, humaner Keratinozyten alter, d.h. nicht jiinger als 60 Jahre
(n=3) Spender mit und ohne 150uM Kreatin-Inkubation fiir 24 Stunden sind gegeniiber
gestellt. Die Daten sind auf den jeweiligen Proteingehalt und auf die Kontrolle der alten
Spender (=100%) relativiert.
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4.4. RNA-Interferenz Untersuchungen

Die folgenden Abschnitte befassen sich mit der mRNA-Inhibition der zytosolischen
CK-BB und der mitochondrialen CK-mt Kreatinkinase (s. 3.3.2.). Da sich primare
Zellen bisher nur sehr schwer mit siRNAs transfizieren lassen, wurden fur die
folgenden Experimente zum einen die humane Keratinozytenzelllinie HaCat und zum

anderen die Gebarmutterhalskarzinom-Zellline HeLaS3 eingesetzt.

4.4.1. Kreatinkinase in HaCat und HelaS3

Bevor HaCat- und HeLaS3-Zellen zur Inhibition der Kreatinkinase CK-BB und CK-mt
eingesetzt werden konnten, wurde Uberpruft, ob die beiden Zelllinien die
entsprechenden Kreatinkinasen exprimieren. Zudem wurde die Kreatinkinase-
Aktivitat bestimmt.

Fur die Western-Blot-Analyse (s. 3.7.) wurden zytoplasmatische Extrakte (s. 3.4.1.)
von primaren Keratinozyten, HeLaS3- und HaCat-Zellen mit gleicher Proteinmenge
(10pg) eingesetzt. Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse sind in Abbildung
4.4.1.a dargestellt. Sowohl die zytosolische Kreatinkinase CK-BB als auch die
mitochondriale CK-mt, lieRen sich in allen drei Zelltypen nachweisen. Im Vergleich zu
einem Protein-GroRenstandard detektierte der Antikérper gegen CK-BB eine ca.
45kDa grof3e Bande, entsprechend der mitgefuhrten Positivkontrolle von isolierter,
humaner CK-BB. Der Antikorper gegen die mitochondriale CK-mt detektierte eine ca.
40kDa grof’e Bande. Eine Positivkontrolle flr die mitochondriale CK-mt stand leider
nicht zur Verfligung. Von besonderer Bedeutung ist jedoch die unterschiedlich starke
Expression der beiden Kreatinkinasen in den drei Zelltypen bei gleichem Gesamt-
Protein-Gehalt. Wahrend Keratinozyten und HaCat-Zellen eine relativ geringe Menge
an zytosolischer Kreatinkinase Ck-BB und eine starke Expression der CK-mt zeigen,
war das Expressionsmuster bei den HelLaS3-Zellen genau entgegen gesetzt. Da
HaCat-Zellen und Keratinozyten das gleiche Expressionsmuster zeigen, kann die
HaCat Keratinozyten-Zelllinie als Modell fur primare Keratinozyten bei der siRNA-
Transfektion eingesetzt werden. Da HeLaS3-Zellen eine starke Expression der CK-

BB zeigten, sind auch mit diesen Zellen siRNA-Transfektion durchgefiuhrt worden.

80



S | 45kDa

uajAzouneay

CK-BB
o o
o x A
L 0
o %
w

Ergebnisse

CK-mt
e - = 40kDa
I T
7 8
w

uajAzouneay

Abb. 4.4.1.a: Western-Blot-Analyse gegen CK-BB und CK-mt mit zytoplasmatischen
Extrakten von Keratinozyten, HeLaS3- und HaCat-Zellen

Proteinextrakte (jeweils 10ug) von Keratinozyten, HeLaS3 und HaCat wurden in einem
10%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose geblottet. Als
Positivkontrolle (K+) wurde isolierte, humane CK-BB eingesetzt. AnschlieBend wurde die
immunochemische Detektion mit Antikbrpern gegen CK-BB (A) und CK-mt (B) durchgefiihrt.

Als weiterer Vorversuch wurde die Kreatinkinase-Aktivitat in HaCat- und HelLaS3-
Abbildung 4.4.1.b. zeigt die Kreatinkinase-Aktivitat in

Zellen gemessen (s. 3.5.).

HelLaS3- und HaCat-Zellen im Vergleich zur Aktivitat in Keratinozyten. Die Daten

zeigen eine auf Proteinmenge bezogene vergleichbare Aktivitat in allen drei Zelltypen.

Als Ergebnis dieses Versuchs kann somit festgestellt werden, dass HaCat- und

HelLaS3-Zellen nicht nur Kreatinkinase CK-BB und CK-mt exprimieren, sondern

dieses auch in einer messbaren Kreatinkinase-Aktivitat resultiert. Somit waren alle

Voraussetzungen gegeben, HaCat- und HelLaS3-Zellen fur die folgenden siRNA

Experimente einzusetzen.

6,411,9

4,6

HeLaS3

4,4

HaCat

Keratinozyten

Abb. 4.41.b.: Kreatinkinase-
Aktivitat In HeLaS3-, HaCat-
Zellen und Keratinozyten

Zytoplasmatische Extrakte von
HelLaS3- (n=1), HaCat-Zellen (n=1)
und Keratinozyten (n=17) wurden
zur Bestimmung der Kreatin-
kinase-Aktivitét eingesetzt. Die
Daten wurden dabei auf den
Jjeweiligen Proteingehalt relativiert.
EU: umol PCr/sec bei 25°C
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4.4.2. Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA gegen Lamin A/C

Zur Uberpriifung der Transfizierbarkeit von HaCat-Zellen wurde mit siRNA gegen
Lamin A/C transfiziert (s. 3.3.2.1.). Hierzu wurden HaCat-Zellen auf Kollagen-
beschichteten, runden Glasdeckglaschen in 24-Loch-Platten mit Zelldichten von
5000, 10000 und 20000 Zellen ausgesat und nach 24 Stunden mit Oligofectamine™
und Lipofectamine ™Plus transfiziert. Die Transfektion erfolgte fur 4 bzw. 24 Stunden
und nach insgesamt 72 Stunden wurde Lamin A/C immunhistologisch nachgewiesen.
Das Ergebnis einer Transfektion mit siRNA gegen Lamin A/C fir 24 Stunden bei
einer Aussaatdichte von 20000 Zellen je Kavitat ist in Abbildung 4.4.2. dargestellt. Im
Vergleich zu den nicht mit Lamin A/C siRNA transfizierten Zellen zeigten sich bei der
Transfektion mit siRNA gegen Lamin A/C eine grol3e Anzahl von Zellkernen, welche
nicht fur Lamin A/C positiv sind und damit erfolgreich transfiziert wurden. Eine
Auszahlung der Lamin A/C negativen Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl ergab
eine Transfektionseffizienz von ca. 55%. Somit kann fur HaCat-Zellen von einer
ausreichend guten Transfizierbarkeit ausgegangen werden und die fur die in
Abbildung 4.4.2. dargestellten Zellen verwendeten Transfektionsbedingungen

wurden in den folgenden Experimenten angewendet.

ohne siRNA Lamin A/C siRNA

DAPI/Lamin

Abb. 4.4.2.: Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA gegen Lamin A/C

HaCat-Zellen wurden auf Kollagen-beschichteten, runden Glasdeckgldschen in 24-Loch-
Platten in einer Zelldichte von 20000 Zellen je Kavitdt ausgesét und nach 24 Stunden fiir 24
Stunden mit siRNA gegen Lamin A/C ftransfiziert. Bei der Kontrolle wurde keine siRNA
eingesetzt. Insgesamt 72 Stunden nach Transfektionsbeginn wurde Lamin A/C
immunhistologisch nachgewiesen. Die oberen Abbildungen zeigen die mit AlexaFluor®488
markierte Lamin A/C Férbung. In den unteren Abbildungen sind zusétzlich die Zellkerne mit
DAPI geférbt. Vergré3erung: 100fach
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4.4.3. Transfektion von HaCat- und HelaS3-Zellen mit siRNA gegen CK-BB und
CK-mt

Zur Transfektion wurden siRNAs gegen CK-BB und CK-mt gemaf den Vorgaben von
Elbashir et al. (2002) anhand der cDNA-Sequenzen (s. Abb. 4.4.3.a und b) ausge-
sucht. Hierbei wurde nach Sequenzen des Musters 5-AA(N)oTT gesucht, wobei N
jedes beliebige Nukleotid sein kann. Alternativ konnte dabei auch auf die beiden
endstandigen Thymine verzichtet werden. AuRerdem wurde darauf geachtet, dass
keine Guanosin-reiche Sequenzen vorlagen und der G/C-Gehalt insgesamt bei ca.
50% lag. AbschlieBend wurden die ermittelten Sequenzen mit Blast-search
(www.ncbi.nim.gov/BLAST) auf ihre Spezifitdat auf das Ziel CK-BB bzw. CK-mt
Uberpruft. Gegen CK-BB (s. Abb. 4.4.3.a) und CK-mt (s. Abb. 4.4.3.b) wurden jeweils
2 Sequenzen ermittelt und von der Firma Dharmacon synthetisiert.

atgcccttctccaacagccacaacgcactgaagcetgcgcttcccggccgaggacgagttcccecgacctgagegecc
acaacaaccacatggccaaggtgctgacccccgagctgtacgcggagctgecgegccaagagcacgccgagegg
cttcacgctggacgacgtcatccagacaggcgtggacaacccgggccacccgtacatcatgaccgtgggcetgegtg
gcgggcgacgaggagtcctacg accccatcatcgaggaccggcacggcggctaca
agcccagcgatgagcacaagaccgacctcaaccccgacaacctgcagggcggcgacgacctggaccccaacta
cgtgctgagctcgecgggtgecgcacgggcecgcagceateegtggcttectgectccececcecgecactgcageccgeggggag
cgccgcgccatcgagaagcetcgeggtggaagcecctgtccagectggacggcgacctggegggcecgatactacgeg
ctcaagagcatgacggaggcggagcagcagcagctcatcgacgaccacttcctcttcgacaagcccgtgtcgeccce
tgctgctggectcgggceatggeccgegactggecccgacgceccgeggtatctggcacaatgacaataagaccttectg
gtgtgggtcaacgaggaggaccacctgcgggtcatctccatgcagaaggggggcaacatgaaggaggtgttcacc
cgcttctgcaccggcectcacccagattgaaactctcttcaagtctaaggactatgagttcatgtggaaccctcacctggg
ctacatcctcacctgcccatccaacctgggcaccgggcetgcgggcaggtgtgcatatcaagcetgec

ctcggaggtgcttaagcggctgcgacticagaagcgaggcacaggeggtgtggacacggcetge
ggtgggcggggtcttcgacgtctccaacgctgaccgcectgggctictcagaggtggagetggtgcagatggtggtgga
cggagtgaagctgctcatcgagatggagcagcggctggagcagggccaggccatcgacgacctcatgectgecca
gaaatga

5’- GUG UUC AAG GAU CUC UUC G dTdT
(G/C Gehalt: 42,9%) dTdT CAC AAG UUC CUA GAG AAGC-5"

CKbOOA: 5°- CCU GGG CAA GCA UGA GAA G dTdT
(G/C Gehalt: 54,4%) dTdT GGA CCC GUU CGU ACU CUU C -5’

Abb. 4.4.3.a : cDNA-Sequenz der CK-BB und ausgewaihlite siRNA-Sequenzen
Dargestellt sind die beiden Sequenzen, die die oben aufgefiihrten Auswahlkriterien erfiillten
und in den folgenden Experimenten verwendet wurden.
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atggctggtcccttctcecgtetgetgtccgeccgeccgggactcaggcetectggcetttggeccggageggggtetctage
cgctgggtttctgctccgaccggaacctgtacgagcetgccagtgaacgacggaggctgtatcccccgagcegcetgagt
acccagacctccgaaagcacaacaactgcatggccagtcacctgaccccagcagtctatgcacggcetctgcgaca
agaccacacccactggttggacgctagatcagtgtatccagactggcgtggacaaccctggccaccccttcatcaag
actgtgggcatggtggctggagatgaggagacctatgaggtatttgctgacctgtttgaccctgtgatccaagagcgac
acaatggatatgacccccgga“agatgccagtaaaatccgttctggctactttgatg
agaggtatgtattgtcctctagagtcagaactggccgaagcatccgaggactcagtctgectccagcttgcactcgage
agagcgacgagaggtggaacgtgttgtggtggatgcactgagtggcctgaagggtgacctggctggacgttactata
ggctcagtgagatgacagaggctgaacagcagcagcttattgatgaccactttctgtttgataagcctgtgtcceccegttg
ctgactgcagcaggaatggctcgagactggccagatgctcgtggaatttggcacaacaatgagaagagcttcctgat
ctgggtgaatgaggaggatcatacacgggtgatctccatggagaagggtggtaacatgaagagagtgtttgaaagat
tctgccgaggcctcaaagaggtggagagacttatccaagaacgtggctgggagttcatgtggw

gacctgtccatctaacctgggcactggacticgggcaggagtgcacatcaaactgcccctgctaagcaaag
atagccgcttcccaaagatcctggagaacctaagactccaaaaacgtggtactggaggagtggacactgcetgctac
aggcggtgtctttgatatttctaatttggaccgactaggcaaatcagaggtggagctggtgcaactggtcatcgatggag
taaactatttgattgattgtgaacggcgtctggagagaggccaggatatccgcatccccacacctgtcatccacaccaa
gcattaa

CKmt001: 5- UGA GCG UUU GGG AUA CAU C dTdT
(G/C Gehalt: 42,9%) dTdT ACU CGC AAA CCC UAU GUA G -5’

CKmt002: 5- UGA AGC ACA CCA CGG AUC U dTdT
(G/C Gehalt: 47,6%) dTdT ACU UCG UGU GGU GCC UAGA -5’

Abb. 4.4.3.b : cDNA-Sequenz der CK-mt und ausgewdhlte siRNA-Sequenzen
Dargestellt sind die beiden Sequenzen, die die oben aufgefiihrten Auswabhlkriterien erfiillten
und in den folgenden Experimenten verwendet wurden.

Nach der Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA gegen CK-BB (s. 3.3.3.2.)
wurden verschiedene Untersuchungen durchgefuhrt. In den folgenden Abbildungen
ist fir jede mogliche Kombinationsmoglichkeit der Transfektion von HaCat- und
HelLaS3-Zellen mit siRNAs gegen CK-BB und CK-mt (s. Tab. 4.4.3.) jeweils eine
exemplarische (n=1) Ubersicht der Ergebnisse aller nach der Transfektion
durchgefuhrten Untersuchungen, dargestellt. Da die einzelnen Experimente
unterschiedlich oft wiederholt wurden, werden die zusammenfassenden Ergebnisse
(n=3 bis n=5) dann in den Abschnitten 4.4.3.5. bis 4.4.3.9. gezeigt.

5 _ Tab. 4.4.3. : Transfektionskombinationen
ShGEE Sl Mébglichen Transfektionen von HaCat- und HelaS3-
HaCat 4431. 4.43.2. Zellen mit siRNAs gegen CK-BB und CK-mt und das
Jjeweilige Kapitel in dem diese exemplarisch
HelLaS3 4.4.3.3. 4.434. dargeste/lt werden.
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4.4.3.1. Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA gegen CK-BB

Das lichtmikroskopische Bild der mit CKb A transfizierten Zellen zeigt keine
besonderen Auffalligkeiten (s. Abb. 4.4.3.1.a). Die Western-Blot-Analyse (s. Abb.
4.4.3.1.a) zeigt aber eine deutlich geringere Expression der CK-BB nach Transfektion
mit der siRNA CKb A im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle und der mit der fur
das humane Genom unspezifschen Scramble-siRNA transfizierten Zellen. Diese ist
ein Beweis fur die erfolgreiche Inhibition der CK-BB.

Bei der Bestimmung der Zytotoxizitat Uber die Messung der Laktatdehydrogenase (s.
A in Abb. 4.4.3.1.b) sind dagegen keine grolien Veranderungen zu erkennen und der
LDH bleibt nahezu unverandert. Obwohl gezeigt werden konnte, dass die CK-BB
erfolgreich ausgeschaltet wurde, Iasst sich in diesem Beispiel in der Kreatinkinase-
Aktivitat (s. B in Abb. 4.4.3.1.b) sogar ein leichter Anstieg (123%) beobachten. Die
hier gemessene Kreatinkinase-Aktivitat ist daher wohl hauptsachlich auf die CK-mt
zurlckzufuhren. Die Proliferationsrate (s. C in Abb. 4.4.3.1.b) sinkt dagegen auf nur
noch 73%. Auch das Mitochondrienmembranpotential (s. D Abb. 4.4.3.1.b) zeigt ein
leichte Reduktion auf 90%. Diese Reduktion spiegelt sich dann auch in der auf 208%
erhdhten Apoptoserate (s. F in Abb. 4.4.3.1.b) wieder.
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Abb. 4.4.3.1.a: Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA (CKb A) gegen CK-BB
Phasenkontrast-Aufnahme und Western-Blot-Analyse nach der Transfektion mit CKb A sind
dargestellt. In der Western-Blot-Analyse wurde das Ausschalten des Zielproteins (CK-BB)
tberpriift. Dazu wurden zytoplasmatische Extrakte aus untransfizierten (Kontrolle), mit der
Scramble (Scramble) und mit CKb A (CKbA) transfizierten Zellen aufgetragen. Als
Positivkontrolle (K+) fiir den polyklonalen Antikérper gegen CK-BB wurde isolierte CK-BB
eingesetzt.
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Abb. 4.4.3.1.b: Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA (CKb A) gegen CK-BB

Die Ergebnisse der an die Transfektion anschlieRenden verschiedenen Experimente sind im
Uberblick dargestellt. Zunéchst wird die Zytotoxizitét der Transfektion (A) durch Bestimmung
der Laktatdehydrogenase (LDH) und die Messung der Kreatinkinase-Aktivitat (B) gezeigt. In
weiteren Untersuchungen wurde die Proliferation (C) (ber den BrdU-Einbau gemessen und
das Mitochondrienmembranpotential (D) mit Hilfe des Fluorophors JC-1 bestimmt. Als letzter
Test wurde die Auswirkung der Transfektion auf Apoptose (F) und Nekroseprozesse mit
einer FACS-Analyse gegen Annexin V und Propidiumjodid Pl (E) (berpriift . Die Daten der
mit CKb A transfizierten Zellen (CKb A, jeweils rechts) sind auf die als 100% gesetzten mit
der Scramble-siRNA transfizierten Zellen (Scramble, jeweils links) relativiert.
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4.4.3.2. Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA gegen CKmt
Das lichtmikroskopische Bild (s. Abb. 4.4.3.2.a) der mit CKmt 2 transfizierten Zellen

zeigt deutlich weniger Zellen, aber ansonsten keine besonderen Auffalligkeiten. Die
Western-Blot-Analyse (s. Abb. 4.4.3.2.a) zeigt dabei eine deutlich geringere
Expression der CK-mt nach Transfektion mit der siRNA CKmt 2 im Vergleich zur
untransfizierten Kontrolle und der mit der fir das humane Genom unspezifschen
Scramble-siRNA transfizierten Zellen. Die Transfektion mit sSiRNA gegen CKb A zeigt
dagegen keine Inhibition der CK-mt. Also kann auch hier festgestellt werden, dass
die CK-mt mit der verwendeten siRNA, erfolgreich ausgeschaltet werden konnte.

Bei der Bestimmung der Zytotoxizitat (s. A in Abb. 4.4.3.2.b) zeigt sich ein Anstieg
auf 123% im Vergleich zur Scramble-Kontrolle, d.h. das Ausschalten der CK-mt zeigt
eine hdhere Zytotoxizitat als das der CK-BB (s. 4.4.3.1.). Die Kreatinkinase-Aktivitat
(s. B in Abb. 4.4.3.2.b) sinkt hier sogar auf nur noch 23%. D.h. eine Inhibition der CK-
mt fuhrt zur fast vollstandigen Reduktion der Kreatinkinase-Aktivitat im Gegensatz zu
dem bei Inaktivierung der CK-BB beobachteten Effekten (s. 4.4.3.1.). Dieses ist wohl
ein weiteres Indiz (s. auch Abb. 4.4.1.a), dass die CK-mt die in HaCat-Zellen und
damit auch in Keratinozyten Uberwiegend vorkommende Kreatinkinase-lsoform
darstellt. Ferner ist eine Verminderung der Proliferationsrate (s. C in Abb. 4.4.3.2.b)
auf nur noch 56% zu beobachten. Das Mitochondrienmembranpotential (s. D in Abb.
4.4.3.2.b) wird sogar auf 78% reduziert. Mit all diesen Einschrankungen in den
untersuchten Zellfunktionen geht auch eine Erhéhung in der Apoptoserate auf 139%
(s. Fiin Abb. 4.4.3.2.b) ginher. ‘
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Abb. 4.4.3.2 a: Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA (CKmt 2) gegen CK-mt
Phasenkontrast-Aufnahme und Western-Blot-Analyse nach der Transfektion mit CKmt 2 sind
dargestellt. In der Western-Blot-Analyse wurde das Ausschalten des Zielproteins (CK-mt)
Uberpriift. Dazu wurden zytoplasmatische Extrakte aus untransfizierten (Kontrolle), mit der
Scramble (Scramble), mit CKb A (CKbA)und mit CKmt 2 (CKmt 2) transfizierten Zellen
aufgetragen.
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Abb. 4.4.3.2.b: Transfektion von HaCat-Zellen mit siRNA (CKmt 2) gegen CK-mt

Die Ergebnisse der an die Transfektion anschlieRenden verschiedenen Experimente sind im
Uberblick dargestellt. Zunéchst wird die Zytotoxizitét der Transfektion (A) durch Bestimmung
der Laktatdehydrogenase (LDH) und die Messung der Kreatinkinase-Aktivitéat (B) gezeigt. In
weiteren Untersuchungen wurde die Proliferation (C) (ber den BrdU-Einbau gemessen und
das Mitochondrienmembranpotential (D) mit Hilfe des Fluorophors JC-1 bestimmt. Als letzter
Test wurde die Auswirkung der Transfektion auf Apoptose (F) und Nekroseprozesse mit
einer FACS-Analyse gegen Annexin V und Propidiumjodid Pl (E) dberpriift . Die Daten der
mit CKb A transfizierten Zellen (CKmt 2, jeweils rechts) sind auf die als 100% gesetzten mit
der Scramble-siRNA transfizierten Zellen (Scramble, jeweils links) relativiert.
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4.4.3.3. Transfektion von HeLaS3-Zellen mit siRNA gegen CKb

Das lichtmikroskopische Bild (s. Abb. 4.4.3.3.a) der mit CKb A transfizierten Zellen
zeigt nur noch vereinzelte Zellen, die zudem deutlich vesikulare Abschnirungen vom
Zellkorper erkennen lassen. Dieses kann als erster Hinweis auf vermehrte
Apoptoseprozesse angesehen werden. In der Western-Blot-Analyse (s. Abb.
4.4.3.3.a) ist zudem ein vollstandiger Expressionsverlust der CK-BB nach
Transfektion mit der siRNA CKb A im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle und der
mit der fur das humane Genom unspezifschen Scramble-siRNA transfizierten Zellen
zu erkennen. Auch wenn die CK-BB im Vergleich zu den HaCat-Zellen in den
HelLaS3-Zellen sehr stark exprimiert wird (s. Abb. 4.4.1.a), erweist sich die siRNA-
Inhibition hier als besonders effektiv.

Die Kreatinkinase-Aktivitat (s. B in 4.4.3.3.b) sinkt demnach in diesem Beispiel auf
nur noch 51%. In den HeLaS3-Zellen hat demnach die CK-BB einen wesentlich
grolieren Anteil an der Gesamt-Kreatinkinase-Aktivitat.

Die Bestimmung der Zytotoxizitat (s. A in 4.4.3.3.b) zeigt eine Steigerung auf 193%
im Vergleich zur Scramble-Kontrolle und spiegelt so die lichtmikroskopischen
Beobachtungen wider. Auch die die Proliferationsrate (s. C in 4.4.3.3.b) vermindert
sich auf nur noch 69%. Das Mitochondrienmembranpotential (s. D in 4.4.3.3.b) wird
auf lediglich 48% reduziert. All diesen Einschrankungen in den untersuchten
Zellfunktionen haben auch eine Erhohung in der Apoptoserate auf 55% (s. F in
4.4.3.3.b) zur Folge.
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Abb. 4.4.3.3.a: Transfektion von HeLaS3-Zellen mit siRNA (CKb A) gegen CK-BB
Phasenkontrast-Aufnahme und Western-Blot-Analyse nach der Transfektion mit CKb A sind
dargestellt. In der Western-Blot-Analyse wurde das Ausschalten des Zielproteins (CK-BB)
Uberpriift. Dazu wurden zytoplasmatische Extrakte aus untransfizierten (Kontrolle), mit der
Scramble (Scramble) und mit CKb A (CKbA) transfizierten Zellen aufgetragen. Als
Positivkontrolle (K+) fiir den polyklonalen Antikérper gegen CK-BB wurde isolierte CK-BB
eingesetzt.

89



Ergebnisse

250% - 120%

100%

200% 193% 100% 7

80% -
150% -
60% -

51%
100%

100% -
40% -

50% - 20% 4

0% -

0%

Scramble CKb A Scrambllz t k AktCKbtAt
g reatinkinase- vita
A Zytotoxizitat (LDH) B
120% - 120%
100% 100%
100% 100% -
80% - 69% 80% A
60% - 60% |
48%
40% 1 40% -
20% -|
20% -
0% -
Scramble . . CKmt 2 0%
BrdU-Proliferationstest , Scramble CKbA
D Mitochondrienmembranpotential
va HaCat 004
&t Scramble
180%
= 160% 155%
s, 140%
T1o? W 10
Annesin¥ FITC 120%
- HaCat 005 100%
2 100%
25 80% |
CKOA o]
B 40% -
-] 20% -
B - Ehe S e 0%
Annedn¥-FITC Scramble CKb A
g  AnnexinV-PI-FACS-Analyse F Apoptoserate

Abb. 4.4.3.3.b: Transfektion von HaeLaS3-Zellen mit siRNA (CKb A) gegen CK-BB

Die Ergebnisse der an die Transfektion anschlieRenden verschiedenen Experimente sind im
Uberblick dargestellt. Zunéchst wird die Zytotoxizitét der Transfektion (A) durch Bestimmung
der Laktatdehydrogenase (LDH) und die Messung der Kreatinkinase-Aktivitédt (B) gezeigt. In
weiteren Untersuchungen wurde die Proliferation (C) (iber den BrdU-Einbau gemessen und
das Mitochondrienmembranpotential (D) mit Hilfe des Fluorophors JC-1 bestimmt. Als letzter
Test wurde die Auswirkung der Transfektion auf Apoptose (F) und Nekroseprozesse mit
einer FACS-Analyse gegen Annexin V und Propidiumjodid Pl (E) (berpriift . Die Daten der
mit CKb A transfizierten Zellen (CKb A, jeweils rechts) sind auf die als 100% gesetzten mit
der Scramble-siRNA transfizierten Zellen (Scramble, jeweils links) relativiert.
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4.4.3.4. Transfektion von HeLaS3-Zellen mit siRNA gegen CKmt

Das lichtmikroskopische Bild (s. Abb. 4.4.3.4.a) der mit CKmt 2 transfizierten Zellen
zeigt nicht nur deutlich weniger Zellen, sondern diese sind zum Teil auch abgerundet
und erscheinen nur noch wenig vital. Bei der Bestimmung Zytotoxizitat (s. A in Abb.
4.4.3.4.b) zeigt sich demnach ein Anstieg auf 230% im Vergleich zur Scramble-
Kontrolle. Die Western-Blot-Analyse (s. Abb. 4.4.3.4.a) zeigt auch hier eine deutlich
geringere Expression der CK-mt nach Transfektion mit der siRNA CKmt 2 im
Vergleich zur untransfizierten Kontrolle und der mit der fur das humane Genom
unspezifschen Scramble-siRNA transfizierten Zellen. Hierbei muss beruchsichtigt
werden, dass in den Voruntersuchungen (s. 4.4.1.) festgestellt werden konnte, dass
HelLaS3-Zellen tUberhaupt nur sehr geringe Mengen an CK-mt exprimieren. Demnach
lasst sich auch in den Kontrollen (untransfiziert und Scramble) bereits nur sehr wenig
CK-mt detektieren.

Die Kreatinkinase-Aktivitat (s. B in Abb. 4.4.3.4.b) wird in diesem Beispiel auf 73%
reduziert. Dieses weist darauf hin, dass auch wenn die CK-mt in HeLaS3-Zellen nur
schwach exprimiert wird, sie dennoch einen Beitrag zur Gesamt-Kreatinkinase-
Aktivitat leisten kann. Ferner vermindert sich die Proliferationsrate (s. C in Abb.
4.4.3.4.b) auf nur noch 32%. Das Mitochondrienmembranpotential (s. D in Abb.
4.4.3.4.b) wird sogar auf 41% reduziert. Mit all diesen Einschrankungen in den
untersuchten Zellfunktionen geht auch eine Erhdhung in der Apoptoserate auf 262%
(s. Fin Abb. 4.4.3.4.b) einher.
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Abb. 4.4.3.4.a: Transfektion von HeLaS3-Zellen mit siRNA (CKmt 2) gegen CK-mt
Phasenkontrast-Aufnahme und Western-Blot-Analyse nach der Transfektion mit CKmt 2 sind
dargestellt. In der Western-Blot-Analyse wurde das Ausschalten des Zielproteins (CK-mt)
Uberpriift. Dazu wurden zytoplasmatische Extrakte aus untransfizierten (Kontrolle), mit der
Scramble (Scramble und mit CKmt 2 (CKmt 2) transfizierten Zellen aufgetragen.
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Abb. 4.4.3.4.b: Transfektion von HeLaS3-Zellen mit siRNA (CKmt 2) gegen CK-mt

Die Ergebnisse der an die Transfektion anschlieRenden verschiedenen Experimente sind im
Uberblick dargestellt. Zunéchst wird die Zytotoxizitét der Transfektion (A) durch Bestimmung
der Laktatdehydrogenase (LDH)und die Messung der Kreatinkinase-Aktivitdt (B) gezeigt. In
weiteren Untersuchungen wurde die Proliferation (C) (ber den BrdU-Einbau gemessen und
das Mitochondrienmembranpotential (D) mit Hilfe des Fluorophors JC-1 bestimmt. Als letzter
Test wurde die Auswirkung der Transfektion auf Apoptose (F) und Nekroseprozesse mit
einer FACS-Analyse gegen Annexin V und Propidiumjodid Pl (E) (berpriift . Die Daten der
mit CKb A transfizierten Zellen (CKmt 2, jeweils rechts) sind auf die als 100% gesetzten mit
der Scramble-siRNA transfizierten Zellen (Scramble, jeweils links) relativiert.
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Im Folgenden sollen nun die zuvor an exemplarischen Beispielen gezeigten
Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen zusammenfassenden dargestellt werden.
Hierbei werden die Ergebnisse der mehrmals (je nach zellphysiologischem
Parameter n=3 bis n=5) durchgefuhrten Experimente unter den verschiedenen

Transfektionsbedingungen (s. Tab. 4.4.3.4.) miteinander verglichen.

Kapitel
Zytotoxizitat (LDH) HaCat,HelaS3 n=5 4.4.3.5.
siRNA gegen CK-BB und CK-
mt
Proliferation (BrdU) HaCat,HelaS3 n=3 4.4.3.6.
siRNA gegen CK-BB und CK-
mt
Kreatinkinase-Aktivitat HaCat,HelaS3 n=3 44.3.7.

siRNA gegen CK-BB und CK-
mt
Mitochochondrienmembranpotential HaCat,HelaS3 n=3 4.4.3.8.

siRNA gegen CK-BB und CK-
mt
Apoptose/Nekrose HaCat,HelaS3 n=3 4.4.3.9.

siRNA gegen CK-BB und CK-
mt

Tab. 4.4.3.4 : Zusammenfassung der Ergebnisse

Die entsprechenden zellphysiologischen Parameter wurden jeweils fiir HaCat- und HelLaS3-
Zellen, sowie fiir die Transfektion mit den siRNAs CKb A und CKmt 2 in dem genannten
Kapitel in einer Darstellung zusammengefasst und diskutiert. N gibt die Fallzahl fiir den
Jjeweiligen Parameter an.

4.4.3.5. Zytotoxizitat (LDH) nach siRNA Transfektion

Die Zytotoxizitat nach Transfektion mit Inaktivierung der CK-BB bzw. CK-mt wurde
Uber die Messung der Laktatdehydrogenase (LDH) bestimmt (s. 3.6.1.). Abbildung
4.5.3.5. zeigt die Ergebnisse fur die Untersuchungen (n=5) an HaCat- und HeLaS3-
Zellen. Die HaCat-Zellen zeigen bei der Transfektion mit siRNA gegen CK-BB nur
einen leichten Anstieg der Zytotoxizitat auf 108%. Bei Transfektion mit siRNA gegen

CK-mt fallt die zytotoxische Wirkung mit 129% deutlicher aus. HeLaS3-Zellen zeigen
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dagegen in beiden Fallen eine viel hdhere Zytotoxizitat, d.h. nach Ausschalten der
CK-BB auf 165% und bei Inaktivierung der CK-mt auf 217%.
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165135%
200% -
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129159
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100£6% [ HeLaS3

100% -

50% -
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Scramble siCK-BB siCK-mt

Abb. 4.4.3.5.: Zytotoxizitat der siRNA transfizierten HaCat- und HeLaS3-Zellen (n=5)
Die Zytotoxizitat nach Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB (siCK-BB) und CK-mt (siCK-
mt) wurde (ber die Laktatdehydrogenase bestimmt. Dargestellt ist der Quotient aus der LDH
im Uberstand und der Gesamt-LDH (LDH im Uberstand und LDH in den Zellen). Die Werte
flir HaCat und HeLaS3 sind auf die jeweilige Scramble-Kontrolle (=100%) relativiert.

4.4.3.6. Proliferation (BrdU) nach siRNA Transfektion

Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte Uber die Bestimmung des BrdU-
Einbaus (s. 3.6.2.). In Abbildung 4.5.3.6 sind die Ergebnisse fur die Experimente
(n=3) an HaCat- und HelLaS3-Zellen dargestellt. Bei den HaCat-Zellen geht die
Proliferationsrate nach Transfektion mit siRNA gegen CK-BB bzw. CK-mt auf 81%
bzw. 56% zurick. Die HelLaS3-Zellen zeigen auch in der Proliferationsrate eine

deutlichere Reduktion im Vergleich zu HaCat-Zellen auf 83% bzw. nur noch 43%.
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Abb. 4.4.3.6.: Proliferation der siRNA transfizierten HaCat- und HeLaS3-Zellen (n=3)
Die Proliferation nach Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB (siCK-BB) und CK-mt (siCK-
mt) wurde lber den Einbau von BrdU bestimmt. Die Zellen wurden hierbei 48 Stunden nach
Transfektion fiir 24 Stunden inkubiert und der BrdU-Einbau im Photometer gemessen. Die
Werte fiir HaCat- und HelLaS3-Zellen sind auf die jeweilige Scramble-Kontrolle (=100%)
relativiert.

4.4.3.7. Kreatinkinase-Aktivitat nach siRNA Transfektion

Auch die Kreatinkinase-Aktivitat (s. 3.5.) wurde nach der Transfektion mit siRNAs
gegen CK-BB und CK-mt bestimmt. In Abbildung 4.5.3.7. ist die Kreatinkinase-
Aktivitat nach den beiden Transfektionsbedingungen (n=3) an HaCat- und HeLaS3-
Zellen dargestellt. Die HaCat-Zellen zeigen in der Kreatinkinase-Aktivitat nach
Transfektion mit siRNA gegen CK-BB, die hier auch nur sehr schwach exprimiert
wird (s. 4.1.1.), keine Reduktion und die Aktivitdt bleibt mit 117%, unter
Berlcksichtigung der relativ hohen Standardabweichung, fast unverandert. Das
Ausschalten der CK-mt mit entsprechenden siRNAs zeigt dagegen ein Absinken der
Kreatinkinase-Aktivitat auf nur noch 38%. Bei den HelLaS3-Zellen zeigt sich ein
etwas anderes Bild. Hier lasst sich durch Transfektion mit siRNA gegen CK-BB, der
in diesem Zelltyp starker exprimierten Isoform (s. 4.1.1.), das deutlichere Absinken
der Kreatinkinase-Aktivitat auf 21% erreichen. Im Vergleich dazu sinkt die Aktivitat
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nach Transfektion mit siRNA gegen CK-mt nur auf 51%. Die Tatsache, dass sich
auch bei der Inaktivierung der nur sehr schwach in HeLaS3-Zellen exprimierten CK-
mt (s. 4.1.1.) eine Reduktion in der Gesamt-Kreatinkinase-Aktivitat beobachten lasst,

kann ein Hinweis auf die wichtige Rolle auch kleiner Mengen CK-mt sein.
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Abb. 4.4.3.7.: Kreatinkinase-Aktivitidt der siRNA transfizierten HaCat- und HeLaS3-
Zellen (n=3)

Die Kreatinkinase-Aktivitat wurde 72 Stunden nach Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB
(siCK-BB) und CK-mt (siCK-mt) in zytoplasmatischen Extrakten gemessen. Die Werte fiir
HaCat- und HeLaS3-Zellen sind auf die jeweilige Scramble-Kontrolle (=100%) relativiert.

4.4.3.8. . Messung der JC-1 Fluoreszenz zur Bestimmung des Mitochondrien-
Membran-Potentials nach siRNA Transfektion

Als weiterer Parameter wurde das Mitochondrienmembranpotential (s. 3.6.3.) nach
der Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB und CK-mt bestimmt. In Abbildung
4.5.3.8. ist das AW nach den beiden Transfektionsbedingungen (n=3) an HaCat- und
HelLaS3-Zellen dargestellt. Die HaCat-Zellen zeigen wie auch bei der Bestimmung
der Kreatinkinase-Aktivitat nach Transfektion mit siRNA gegen CK-BB keinen Effekt
und das AW bleibt mit 103% fast unverandert. Das Ausschalten der CK-mt mit

entsprechenden siRNAs zeigt dagegen ein leichtes Absinken des AW auf 91%. Die
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HelLaS3-Zellen zeigen deutlichere Effekte. Hier lasst sich sowohl durch Transfektion

mit siRNA gegen CK-BB als auch mit der gegen CK-mt ein Absinken im AW auf 70%

erreichen.
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Abb. 4.4.3.8.: Mitochondrienmembranpotential (AW) der siRNA transfizierten HaCat-
und HeLaS3-Zellen (n=3)

Das Mitochondrienmembranpotential wurde nach Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB
(siCK-BB) und CK-mt (siCK-mt) (ber die Fluoreszenz des Flurophors JC-1 bestimmt. Die
Bestimmung des oben dargestellten JC-1 Quotienten (EX 485nm/EM 590, EX 485nm/EM
530nm) wurde am Floreszenzphotometer vorgenommen. Die Werte fiir HaCat- und
HelLaS3-Zellen sind auf die jeweilige Scramble-Kontrolle (=100%) relativiert.

4.4.3.9. Annexin V-FACS-Analyse nach siRNA Transfektion

Durch eine FACS-Analyse mit Annexin V und Propidiumjodid markierten Zellen (s.
3.6.4.) wurde sowohl die Apoptose- als auch die Nekroserate bestimmt.
Apoptotische Zellen sind hierbei die Annexin V-positiven (friher apoptotischer
Marker) und gleichzeitig Propidiumjodid-negativen (Marker fur die Integritat der
Zellmembran) Zellen. Nekrotische Zellen sind dagegen Annexin V und gleichzeitig
Propidiumjodid positiv. In Abbildung 4.4.3.9.a ist flr jede Transfektionsbedingung

eine exemplarische FACS-Analyse dargestellt.
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4.4.3.9.a: FACS-Analyse der siRNA transfizierten HaCat- und HeLaS3-Zellen

Bilder der FACS-Analyse nach Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB (siCK-BB) und CK-mt
(siCK-mt)sind dargestellt. Annexin V-Fluoreszenz ist auf der x-Achse und Propidiumjodid-
Fluoreszenz af der y-Achse aufgetragen. Als apoptotisch werden die Zellen im rechten,
unteren Fenster (Annexin V positiv/ Propidiumjodid negativ) und als nekrotisch die Zellen im
rechten, oberen (Annexin V positiv/ Propidiumjodid positiv) Fenster angesehen.

Abbildung 4.4.3.9.b zeigt den prozentualen Anteil an apoptotischen Zellen nach
Transfektion mit siRNAs (n=3). In HaCat-Zellen bewirkt das Ausschalten der CK-BB
einen Anstieg auf 208% und das Ausschalten der CK-mt eine Erhohung auf 139%.
Bei den HelLaS3-Zellen zeigt sich bei der Inaktivierung der CK-mt der deutlichere
Anstieg in der Apoptoserate auf 262% im Vergleich zur Transfektion mit siRNA
gegen CK-BB, bei der die Apoptoserate auf nur 155% ansteigt.

In Abbildung 4.4.3.9.c ist dann der prozentuale Anteil an nekrotischen Zellen
dargestellt. Die Nekroserate steigt bei HaCat- und HeLaS3-Zellen nach Transfektion
mit siRNAs gegen CK-BB auf Werte von 388% bzw. 381%. Bei Inaktivierung der
CK-mt zeit sich dagegen ein deutlicher Unterschied von 295% bei HaCat-Zellen und
704% bei HeLaS3-Zellen.
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Abb.
4.4.3.9.b: Apoptoserate der siRNA transfizierten HaCat- und HeLaS3-Zellen (n=3)
Die Apoptoserate wurde nach Transfektion mit sSiRNAs gegen CK-BB (siCK-BB) und CK-mt
(siCK-mt) (iber eine FACS-Analyse gegen Annexin V und Propidiumjodid bestimmt. Es sind
die prozentualen Anteile der Propidiumjodid-negativen und gleichzeitig Annexin V-positiven
Zellen dargestellt. Die Werte fiir HaCat- und HeLaS3-Zellen sind auf die jeweilige Scramble-
Kontrolle (=100%) relativiert.
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Abb. 4.4.3.9.c: Nekroserate der siRNA transfizierten HaCat- und HeLaS3-Zellen (n=3)
Die Nekroserate wurde nach Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB (siCK-BB) und CK-mt
(siCK-mt) (ber eine FACS-Analyse gegen Annexin V und Propidiumjodid bestimmt. Es sind
die prozentualen Anteile der Propidiumjodid-positiven und gleichzeitig Annexin V-positiven
Zellen dargestellt. Die Werte fiir HaCat- und HeLaS3-Zellen sind auf die jeweilige Scramble-
Kontrolle (=100%) relativiert.
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4.4.3.10. Elektronenmikroskopie nach siRNA Transfektion

Im Anschluss an die siRNA Transfektion wurden ebenfalls Zellen fir die
Elektronenmikroskopie aufbereitet (s. 3.9.). Da fur die Transfektion mit siRNAs
gegen die CK-BB keine Unterschiede festgestellt werden konnten, sind hier nur die
Ergebnisse fur die Inaktivierung der CK-mt mit entsprechenden siRNAs gezeigt (Abb.
4.4.3.10.). Als besonders auffallig zeigen sich hierbei die Mitochondrien. Wahrend
die untransfizierten Zellen, sowohl bei HaCats (A) als auch bei HeLaS3 (D), keinen
Unterschied zu den mit der unspezifischen Scramble siRNA transfizierten Zellen (B
und E) erkennen lassen, zeigen sich nach Inaktivierung der CK-mt (C und F)
deutliche Effekte. Bei beiden Zelltypen lasst sich hier eine Auflésung der Cristae-
Struktur (Pfeil) in den Mitochondrien (Mi) erkennen. Bei den HelLaS3-Zellen ist
zudem eine deutliche Abnahme in der Menge des intrazellularen Glykogens (Gly) zu

beobachten.
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Abb. 4.4.3.10.: Elektronenmikroskopie nach siRNA Transfektion von HaCat- und
HeLaS3-Zellen

Die elektronenmikroskopischen Bilder nach Transfektion von HaCat- (A, B und C) und
HelLaS3-Zellen (D, E und F) nach Transfektion mit siRNA CK-mt ist dargestellt. A und D
zeigen die untransfizierte Kontrolle, B und E die Scramble-Kontrolle und C und F die mit
SiRNA gegen CK-mt transfizierten Zellen. Mi: Mitochondrien; Gly: Glykogen; Pfeil: Christae
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5. Diskussion

5.1. Das Vorkommen des Kreatinkinase-Systems in humaner Haut

5.1.1. Immunhistologische Nachweise der Kreatinkinasen und des Kreatin-

transporters

Das Kreatinkinase-System besteht aus dem Kreatintransporter CT, den verschie-
denen Isoenzymen der Kreatinkinase (CK-BB, CK-MM, CK-MB im Zytosol und der
mitochondrialen CK-mt) und dem Substrat dieser Kinasen, dem Kreatin bzw.
Phosphokreatin. Im weiteren kdnnen noch die Enzyme der Kreatinsynthese (GAMT
und AGAT) dazugezahlt werden. Das Kreatinkinase-System gewahrleistet Uber die
Bereitstellung von ATP aus Phosphokreatin die Aufrechterhaltung der Energie-
Homeodstase vor allem in Zellen mit hohem energetischem Bedarf (Wallimann et al.,
1992), wie z.B. Skelett- und Herzmuskelzellen, Neuronen und Spermatozoen.
Wahrend zur Bedeutung von Kreatin und dessen Metabolismus im Muskel eine
Vielzahl von Untersuchungen existieren (s. 1.4. und 1.5.), ist Uber die Rolle von
Kreatin, der verschiedenen Kreatinkinasen und des Kreatintransporters in der
humanen Haut nur wenig bekannt.

Zwar konnte das Vorkommen der CK-BB in Saugblasenflissigkeit humaner Haut
(Paavonen et al., 1988) gezeigt werden, aber dem widersprechend wiesen Zemtsov
und Kollegen 1994 die CK-MM in muriner und humaner Haut nach. Vor kurzem erst
wurde jedoch das Vorkommen der CK-BB und CK-mt sowie des CT in muriner und
humaner Haut beschrieben (Schlattner et al., 2002). Damit wurden die Ergebnisse
von Paavonen bestatigt und die Beobachtungen von Zemtsov gleichzeitig widerlegt.
In den Untersuchungen von Schiattner und Kollegen zeigen murine und humane
Haut ein ahnliches Expressionsmuster fur CK-BB, CK-mt und CT. Naher wurde die
Bedeutung der Kreatinkinasen in Bezug auf die Wundheilung untersucht. Hier lasst
sich bei der Maus eine Hochregulierung der CK-BB und der CK-mt auf Proteinebene
im Verlauf des Wundheilungsprozesses beobachten. Dieses spricht fir die wichtige
Rolle des Kreatinkinase-Systems in Zellen mit hohem energetischem Bedarf. Wobei

dieser durch erhdhten Energieverbrauch durch z.B. Muskelkontraktion oder auch
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durch hohe bisosynthetische Aktivitat, wie hier z.B. durch den Prozess der
Wundheilung, hervorgerufen werden kann.

In den hier vorliegenden Untersuchungen konnte die Lokalisation der CK-BB, CK-mt
und des CT in humaner Haut bestatigt werden. Die CK-MM, wie von Zemtsov und
Kollegen beschrieben, konnte weder mit immunhistologischen, noch mit Western-
Blot-Analysen nachgewiesen werden. Sowohl fur die CK-BB und die CK-mt zeigt sich
eine deutliche Lokalisation in der Epidermis (s. A und B in Abb. 4.1.1.a). Bei beiden
Isoenzymen zeigt sich zudem eine etwas starkere Expression im Stratum basale und
suprabasale. Dies koénnte als ein Hinweis fur die besondere Bedeutung des
Kreatinkinase-Systems im mitotisch aktiven Teil der Epidermis angesehen werden.
Fiur diese Moglichkeit spricht auch die verminderte Proliferation nach Inaktivierung
der Kreatinkinase-Expression (CK-BB und CK-mt) durch siRNA Transfektion (s.
4.4.3.6.). Wahrend sich in den Zellkernen offensichtlich keine Kreatinkinase erkennen
lasst, ist anhand der Gefriermikrotomschnitte nur wenig Uber die intrazellulare
Verteilung der CK-BB und CK-mt zu erkennen. Aus diesem Grund wurden
Experimente zur Kolokalisation der CK-BB und CK-mt mit einem mitochondrialen
Marker an Keratinozyten durchgefiihrt (s. Abb. 4.1.1.b). Hier zeigt sich dann fir die
CK-BB eine mehr zytosolische Lokalisation, wahrend die CK-mt vor allem in
Kolokalisation mit den Mitochondrien auftritt. Die Tatsache, dass sich auch bei der
zytosolischen CK-BB eine gewisse Kompartimentierung erkennen lasst, ist wohl auf
das Vorkommen so genannter assoziierter CK (Wallimann et al., 1998)
zurlckzufuhren, die bei dem Prozess der Fixierung weniger stark ausgewaschen
werden. So kann die zytosolische Kreatinkinase funktionell und strukturell sowohl an
Stellen der Energieproduktion (z.B. Glykolyse, Mitochondrien), als auch des
Energieverbrauchs (ATPasen, wie z.B. Myosion ATPase) gekoppelt sein (Wallimann
et al., 1992).

Auch der CT konnte in Gerfriermikrotomschnitten humaner Haut nachgewiesen
werden (s. C in Abb. 4.1.1.a). Der CT ist dabei deutlich in den Plasmamembranen
der epidermalen Keratinozyten lokalisiert. Besonders gut lasst sich dieses an dem
Abflachen der Keratinozyten im Verlauf der terminalen Differenzierung erkennen.
Wahrend die Expression Uber alle Schichten der Epidermis hinweg einheitlich zu sein
scheint, zeigt sich im Stratum basale in den direkt an die Basalmembran

angrenzenden Bereichen der Keratinozyten so gut wie keine Expression. Ob dieses
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auf Artefakte bei der Immunhistologie zurtickzufihren ist oder aber eine funktionelle

Bedeutung hat, konnte in der vorliegenden Untersuchung leider nicht geklart werden.

5.1.2. Western-Blot-Analyse der Kreatinkinasen und des Kreatintransporters

Die CK-BB, CK-mt und der CT konnten auch mittels Western-Blot-Analyse
nachgewiesen werden (s. 4.1.2.). Der CT wurde hierbei an Proteinextrakten aus
Saugblasen nachgewiesen. Hierbei zeigen sich keine Expressionsunterschiede
zwischen einer topischen Vorbehandlung der humanen Haut mit einer 0,1% Kreatin
enthaltenden Formulierung und Behandlung mit einem Placebo bzw. unbehandelter
Haut (s. Abb. 4.1.2.a). Zumindest fir die eingesetzte Konzentration von 0,1% Kreatin
und dem Behandlungszeitraum von 2 Wochen kann also eine Herunterregulierung
des CT, wie von Harris und Kollegen 1992 fur langere Zeit erhdhten, extrazellularen
Kreatinspiegel beschrieben, ausgeschlossen werden.

Die CK-BB und CK-mt wurden zudem nicht nur in Saugblasenepidermis humaner
Haut, sondern auch an zytoplasmatischen Extrakten primarer, humaner
Keratinozyten nachgewiesen (s. Abb. 4.1.2.b und c).

Die zusammengefassten Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen und
der Western-Blot-Analysen widerlegen die von Zemtsov und Kollegen 1994
publizierten Daten, in denen die CK-MM in der humanen Haut beschrieben wird und
bestatigen bzw. erganzen zudem die von Schlattner und Kollegen 2002 getroffenen
Beobachtungen. Auch der Nachweis der CK-BB in Saugblasenflissigkeit (Paavonen
et al., 1988) passt in dieses Bild. Somit kann festgestellt werden, dass in der
humanen Haut das Kreatinkinase-System, bestehend aus CK-BB, CK-mt und dem

CT, vorhanden ist.

5.1.3. Funktionelle Nachweise des Kreatinkinase-Systems in vitro

Nachdem die verschiedenen Bestandteile des Kreatinkinase-Systems in humaner
Haut nachgewiesen werden konnten, wurde auch die Funktionalitat der einzelnen

Komponenten untersucht.
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Zur Beurteilung der Funktion des CT wurden Experimente zur Aufnahme von
radioaktiv markiertem (*C) Kreatin durchgefiihrt. Die Untersuchungen fanden an
primaren, humanen Keratinozyten und primaren, humanen, dermalen Fibroblasten
statt. Vergleichbare Aufnahmestudien an humanen IMR-90 Fibroblasten, humanen
glatten Uterus-Muskelzellen (Daly und Seifter, 1980) und an Dinndarmephitelzellen
(Peral et al., 2002) sind dabei schon aus der Literatur bekannt. In diesen Studien
wurde jeweils Guanidinopropionsaure (GPA) als kompetitiver Inhibitor des CT zur
Kontrolle eingesetzt. Die Verwendung von weniger ahnlichen Strukturhomologen, wie
z.B. Choline und Taurin zeigte dagegen keine kompetitive Wirkung. Dieses spricht flr
hohe Substratspezifitat des CT (Peral et al., 2002). So zeigt sich in den eigenen
Aufnahmeuntersuchungen sowohl fur primare, humane Keratinozyten (s. Abb.
4.1.3.a) als auch fur primare, humane, dermale Fibroblasten (s. Abb. 4.1.3.b) eine
deutliche Aufnahme von '*C-markiertem Kreatin. In beiden Féllen ldsst sich zudem
durch Zugabe von GPA im Uberschuss die Aufnahme deutlich (s. 4.1.3.a) bzw. fast
vollstandig (s. 4.1.3.b) inhibieren. Die Aufnahme des radioaktiv markierten Kreatins
unterscheidet sich nicht nur in der unterschiedlich starken Reaktion auf den Inhibitor
GPA, sondern auch in der Menge an aufgenommenem '*C-markiertem Kreatin bzw.
in der Kinetik der Aufnahme. Die Fibroblasten zeigen (relativiert auf Proteingehalt)
eine um das 10fache verringerte Aktivitat des aufgenommenen radioaktiv markierten
Kreatins nach 60 Minuten im Vergleich zu den bei Keratinozyten beobachteten
Werten. Ferner lasst sich bei den Fibroblasten nach 60 Minuten bereits eine
Sattigung der Aufnahme erkennen, wahrend diese bei den Keratinozyten sich noch
nicht beobachten lasst. Ahnliche Unterschiede in der Kinetik kénnen auch zwischen
anderen Zelltypen (z.B. Enterozyten aus dem Huhn und Dinndarmzellen der Ratte;
Peral et al., 2002) beobachtet werden. Insgesamt beweisen diese Untersuchungen
nicht nur die Funktionalitat des Kreatintransporters in Keratinozyten und Fibroblasten
in vitro, sondern spiegeln auch die immunhistologischen Befunde an Hautbiopsien (s.
Abb. 4.1.1.a) wider, bei denen der CT in der Epidermis lokalisiert werden konnte. D.h.
auch wenn Fibroblasten den CT exprimieren, scheint dieses aufgrund der
Aufnahmestudien in deutlich geringerem Ausmall der Fall zu sein als bei
Keratinozyten. Dieses und die Tatsache, dass Fibroblasten in der Dermis nur sparlich
verteilt vorkommen, kann als Grund flr eine nicht zu erkennbare immunhistologische

Lokalisation des CT in der Dermis von humanem Biopsiematerial angesehen werden.
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Untersuchungen der mRNA von Fibroblasten konnten dieses klaren und die
Expression des CT nachweisen.

Weiterhin wurde auch die Funktionalitat der CK in Keratinozyten und Fibroblasten
humaner Spender untersucht (s. 4.2.1.). In beiden Zelltypen lie3 sich eine deutliche
Kreatinkinase-Aktivitat bestimmen, wobei bei diesem Kreatinkinase-Test zunachst
nicht zwischen der Aktivitdt der CK-BB und CK-mt unterschieden wurde und somit
jeweils die Gesamt-Kreatinkinase-Aktivitat (CK-BB und CK-mt) ermittelt wurde. Auch
hier zeigt sich eine niedrigere Aktivitat bei Fibroblasten, was wiederum die vor allem
in der Epidermis anzutreffende immunhistologische Lokalisation (s. Abb. 4.1.1.a)
erklart.

Neben dem Nachweis des Vorkommens eines Kreatinkinase-Systems in humaner
Haut konnte somit auch die Funktionalitat der nachgewiesenen Proteine CK-BB bzw.

CK-mt und CT gezeigt werden.

5.2. Modell des Kreatinkinase-Systems

Im Folgenden soll ein Modell des Kreatinkinase-Systems (s. Abb. 5.2.) dargestellt
werden, welches als Grundlage fur die Diskussion der Zusammenhange zwischen
CT, CK-BB, CK-mt, der Generierung freier Radikale (extrinsisch und intrinsisch), der
Kreatinsynthese und der Supplemetation mit Kreatin dienen soll. Zudem soll anhand
dieses Modells die zentrale Rolle des Kreatinkinase-Systems flir die Zelle erortert
werden. Hierzu werden vor allem auch die in den siRNA-Experimenten gewonnenen
Erkenntnisse (s. 4.4.) herangezogen.

In dem Modell sind die zytolische CK-BB, die in den Mitochondrien lokalisierte CK-mt
und der CT in der Plasmamembran (Schlattner et al., 2002 und 4.1.1.) dargestellt.
Auch in der Mitochondrienmembran konnte ein CT nachgewiesen werden (Walzel et
al.,, 2002). Die dort beschriebene Lokalisation ist allerdings aufgrund inzwischen
nachgewiesener Kreuzreaktivitdt des verwendeten Anti-CT-Antikdrpers fraglich
(Speer et al., 2004). Trotzdem kann auch weiterhin von dem Vorhandensein eines

mitochondrialen CT ausgegangen werden, da neben der Lokalisation des CT auch
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Experimente zur Aufnahme von radioaktiv markiertem Kreatin durchgefihrt wurden
(Walzel et al., 2002).

Ay A < Cr Cr
< %
PPavE Cr
Y Plasmamembran
uv Kreatinsynthese
v

ROS Cr

8 d  cKkmt Cr

$ CK-BB
@ Kreatintransporter

Cr Kreatin

ok Phosphokreatin

Porin

@ Adenin-Nukleotid-Translokator| Mitochondrium
ROS reaktive Sauerstoffspezies
Adenosintriphosphat

Abb. 5.2: Modell des Kreatinkinase-Systems

Es ist ein schematisches Modell des Kreatinkinase-Systems dargestellt. Neben der dimeren
CK-BB im Zytosol wird die in einem Dimer-Oktamer-Gleichgewicht vorliegende CK-mt in den
Mitochondrien gezeigt. Beide Enzyme kdnnen hierbei zur Energiespeicherung Kreatin (Cr) in
Phosphokreatin bzw. zur Energiegewinnung in Form von ATP Phosphokreatin in Kreatin
umsetzen. Der Kreatinpool der Zelle kann sowohl durch extrazelluldre Aufnahme (iber den
CT, als auch (iber die intrazelluldre Kreatinsynthese gespeist werden. Der Kreatinpool ist
nicht nur auf das Zytosol beschrdnkt, sondern erstreckt sich (ber einen Kreatintransporter
auch in die Mitochondrien. Das dort vorliegende Kreatin ist in der Lage das Dimer-Oktamer-
Gleichgewicht der CK-mt in Richtung Oktamer zu verschieben. Die oktamere Form der CK-
mt stabilisiert wiederum durch Interaktion mit Porin und ANT die Verbindung zwischen
innerer und dullerer Mitochondrienmembran. ROS, sowohl durch dul3ere Faktoren wie UV-
Licht, als auch intrinsisch, z.B. in der Atmungskette der Mitochondrien, generiert, kbnnen die
Kreatinkinase-Isoenzyme inhibieren (=1).
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Das von extrazellular aufgenommene und das moglicherweise aus der
Kreatinsynthese (Nachweis der Syntheseenzyme GAMT und AGAT in Humanhaut s.
4.3.) stammende Kreatin liegt also nicht nur zytosolisch, sondern auch in den
Mitochondrien vor. Im Zytosol kann Kreatin durch CK-BB und vor allem auch in den
Mitochondrien durch CK-mt unter Verbrauch von ATP (z.B. aus der Atmungskette) zu
Phosphokreatin als Energiespeicher umgesetzt werden. Das in den Mitochondrien
gebildete Phosphokreatin kann hierbei die Mitochondrien auch wieder Uber das Porin
verlassen (Wyss et al., 1992; Kay et al., 2000, Dolder et al., 2001) und an Stellen mit
besonders hohem Energiebedarf von CK-BB unter Bildung von ATP wieder zu
Kreatin umgesetzt werden. Diese Kombination von Energieproduzierenden und
Energieverbrauchenden Prozessen (z.B. Na,K-ATPase; Guerrero et al., 1997) wird
auch als Phosphokreatin- oder Energie-,Shuttle“ bezeichnet (Wallimann et al., 1992).
Kreatin hat aber in den Mitochondrien noch eine weitere Funktion. So gibt es
Hinweise, dass Kreatin als Substrat das Gleichgewicht von Dimer und Oktamer der
CK-mt in Richtung Oktamer verschiebt (O’Gorman et al., 1997). Diese oktamere
Form wiederum bildet mit Porin in der &uferen und dem Adenin-Nukleotid-
Translokator (ANT) in der inneren Mitochondrienmembran einen Komplex und
stabilisiert so die Verbindung der beiden Membranen (Brdiczka et al., 1994,
Wallimann et al., 1998, Dolder et al., 2001). Fur die CK-mt und Kreatin konnte so in
verschiedenen Organen ein Einfluss auf die Offnung der mitochondrialen
Permeabilitat-Transitions-Pore nachgewiesen werden (Wallimann et al., 1998; Dolder
et al, 2002). Zudem fuhrt die Futterung von GPA, einem Fehlsubstrat der
Kreatinkinase, an Ratten zu einem Verlust der Christae-Struktur in Mitochondrien der
Muskelzellen (O’Gorman et al., 1997). Dies stellt ein weiteres Indiz fur die wichtige
Funktion der CK-mt in den Mitochondrien dar. In der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrte Untersuchungen bestatigen diesen Befund. So zeigen Mitochondrien
von HaCat- und HelLaS3-Zellen nach Ausschalten der CK-mt-Expression mittels
siRNA-Technik ebenfalls elektronenmikroskopische Veranderungen der Christae (s.
Abb. 4.4.3.10.). Zudem lasst sich ein Abfallen des Mitochondrienmembranpotentials
(s. Abb. 4.4.3.8.) und vermehrt auftretende Apotoseprozesse (a. Abb. 4.4.3.9.b)
beobachten.

Daneben gibt es auch Hinweise, dass die CK-mt von ROS inaktiviert werden kann

(Stachowiak et al., 1998). Dieses passt auch zu eigenen Befunden, bei denen der
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Einsatz von Wasserstoffperoxid eine deutliche Reduktion der Gesamt-Kreatinkinase-
Aktivitat zeigte (s. 4.2.2.4). Die auf die Kreatinkinase inhibitorisch wirkenden ROS
konnen hierbei sowohl aus extrinsischen, wie z.B. UV-Licht (Scharffetter-Kochanek et
al., 1997) oder aus intrinsischen, wie den Mitochondrien (Boveris und Chance, 1973),
Quellen stammen. Weitere Auswirkungen einer Inhibition bzw. Inaktivierung der CK-
BB und CK-mt auf die Zellphysiologie wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von
siRNA-Experimenten untersucht und sollen im folgenden (s. 5.3.) noch ausfuhrlicher

diskutiert werden.

5.2.1. Kreatinkinase-Aktivitat und Einfluss freier Sauerstoffspezies (ROS)

Zunachst sollen allerdings der Einfluss von ROS auf die Kreatinkinase in primaren,
humanen Keratinozyten und der Zusammenhang zum Alterungsprozess naher
erortert werden.

Fur zahlreiche Zellen und Organe, insbesondere in Muskelgewebe (Carmeli et al.,
2002), konnten altersabhangige Veranderungen im zellularen Energiestoffwechsel
nachgewiesen werden. So ist bekannt, dass z.B. die Menge der Enzyme des
Zitratzyklus in der Skelettmuskulatur gealterter Ratten (Ermini, 1976) ebenso deutlich
weniger werden, wie andere wichtige Bestandteile des Energiestoffwechsels. Hierzu
gehoren unter anderem Zitrat, Phosphokreatin und ATP in der Skelettmuskulatur
alterer Menschen (Pastoris et al., 2000). Ferner gibt es verschiedene
Untersuchungen an Skelett- und Herzmuskulatur, die im Verlauf des
Alterungsprozesses ein deutliches Absinken der Menge an Phosphokreatin (Verzar
et al., 1970; McCully et al., 1991) und der Kreatinkinase-Aktivitat (Steinhagen-
Thiessen et al., 1976; Bogatskavia et al., 1981) zeigen.

Aufgrund dieser Befunde wurde auch die Kreatinkinase-Aktivitat in primaren,
humanen Keratinozyten alter und junger Spender genauer untersucht. Hierbei zeigte
sich dann ebenfall ein leichtes Absinken der Kreatinkinase-Aktivitat bei Keratinozyten
alter Spender (s. Abb. 4.2.2.1.). Die Tatsache, dass dieser Unterschied nur sehr
schwach ausfallt kann dabei mehrere Grinde haben.

Zum einen zeigt sich in den eigenen siRNA-Experimenten (s. 4.4.), wie wichtig die
Kreatinkinasen fur die Zelle sind, was eine gewisse Hochregulierung der

Kreatinkinase-Expression zum Ausgleich der Defizienz bedeuten konnte. So ist
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bekannt, dass die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) unter anderem vom
Kreatin/Phosphokreatinverhaltnis reguliert wird (Kemp et al.,, 1999) und die AMPK
wiederum madglicherweise die Expression bestimmter Energiestoffwechselrelevanter
Gene beeinflusst (Leclerc et al., 1998; Foretz et al., 1998). Aullerdem muss beachtet
werden, dass die Gesamt-Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinozyten wohl hauptsachlich
auf die CK-mt-Aktivitat zuruckzufuhren ist (s. 4.2.2.3) und somit selbst eine massive
Inhibierung der CK-BB nur einen kleinen oder gar keinen Effekt auf die Gesamt-
Aktivitat zeigen wirde. Diese Annahme bestatigt sich durch die Inaktivierung der CK-
BB mit siRNAs in HaCat-Zellen (s. Abb. 4.4.3.7.). Hier hat das Ausschalten der CK-
BB bei HaCat-Zellen unter Berucksichtigung der Standardabweichung kaum eine
Auswirkung, wahrend die Inaktivierung der CK-mt einen deutlichen Effekt zeigt.

Ein weiterer Grund fur die nur geringe Steigerung konnte die bei den gemessen
Werten der Gesamt-Kreatinkinase-Aktivitat relativ hohe Spendervarianz sein (s.
Anhang I1.5.). Eine Ursache fur diese schwankenden Messwerte, kann im
Unterschied zwischen ,chronologischen® und ,biologischen Alter® liegen. Der
Alterungsprozess kann nicht rein chronologisch erfasst werden, sondern ist von einer
Vielzahl verschiedener Faktoren abhangig. Dazu gehoren z.B. genetisch bedingte
Einflusse ebenso wie Erndhrungsbedingungen und UV-Exposition (Oswald, 2000).
Aus diesem Grund mussten sicher noch weitere Untersuchungen zur Erhdhung der
Fallzahl folgen, um valide Aussagen uber ein altersabhangiges Absinken der
Kreatinkinase-Aktivitat treffen zu kdnnen.

Eine Erklarung fur das beobachtete, wenn auch nur schwach ausgepragte Absinken
der Gesamt-Kreatinkinase-Aktivitat konnte jedoch in der vermehrten Bildung von
ROS wahrend des Hautalterungsprozesses (Harman, 1956; Dolder, 2001) liegen. Die
Haut ist wahrend des menschlichen Lebens in besonderer Weise verschiedenen
Umweltstressoren ausgesetzt. So kommt es durch die UV-Strahlung des
Sonnenlichtes zur vermehrten Bildung von ROS (Scharffetter-Kochanek et al., 1997).
Ferner tritt oxidativer Stress in Hautzellen auch wahrend Entzindungsprozessen
oder als Nebenwirkung der mitochondrialen Energiegewinnung, insbesondere
wahrend des Alterungsprozesses, auf (Sohal, 1991; Lee und Wei, 1997). Erhdhte
Stressbedingungen konnen dann wiederum die Mitochondrien schadigen und
dadurch deren Fahigkeit zur Energiebereitstellung in Form von ATP vermindern.

Dieses kann z.B. an einem Absinken des Mitochondrienmembranpotentials gezeigt
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werden (Blatt, 1999). Eine Untersuchung der Kreatinkinase-Aktivitat unter leichtem
H,O,-Stress zeigte eine sehr deutlich Verminderung (s. Abb. 4.2.2.4.). Ahnliche
Untersuchungen ergeben ebenfalls eine Reduktion der Kreatinkinase-Aktivitat im
Herzmuskel, Skelettmuskel und Gehirngewebe der Ratte nach Behandlung mit H,O»
bzw. Superoxidanionen (Genet et al.,, 2000). Diese Sensitivitat der Kreatinkinase,
insbesondere der CK-mt, welche eine wichtige Rolle bezuglich oxidativen Stresses in
Keratinozyten spielt (s. Abb. 4.2.3.3.c), kdonnte Ursache fur eine Stérung des
Porin/CK-mt/ANT-Komplexes (s. Abb. 5.2.) in Keratinozyten alter Spender sein. Dies
wulrde zu einer Reduktion des Mitochondrienmembranpotentials fihren, wie es nach
Ausschalten der CK-mt beobachtet werden kann (s. Abb. 4.4.3.8.). Dadurch kann es
zu einer verringerten ATP-Bereitstellung und verbunden mit der inhibierten Aktivitat
der CK-mt auch zu einer deutlich verminderten Bildung von Phosphokreatin kommen.
Hiermit wirde wiederum die Energie-,Shuttle“-Funktion des Phosphokreatins und die
Bereitstellung von Energie in Form von ATP an Stellen besonders hohen
Energiebedarfs (s. 5.2.) stark eingeschrankt. Der Verlust einer einwandfreien
Energieversorgung zahlreicher wichtiger Enzymsysteme, wie Na,K-ATPase, kdnnte

somit zum Alterungsprozess der Haut beitragen.

5.2.2. Protektive Effekte des Kreatins

Fir Kreatin sind zahlreiche positive Wirkungen beim Einsatz als Nahrungser-
ganzungsmittel im Sport, aber auch beim Einsatz gegen neurodegenerative
Erkrankungen bekannt (s. 1.5.1. und 1.5.2.). Daneben gibt es auch Hinweise auf
direkte antioxidative Eigenschaften von Kreatin (Lawler et al., 2002) und fur eine
Schutzfunktion gegen UV-induzierte ,common deletion” (eine der haufigsten
Mutationen der mitochondrialen DNA) der Mitochondrien-DNA. So zeigten in vitro-
Untersuchungen geringere common-deletion Bildung nach UV-Bestrahlung, wenn die
Zellen zuvor mit Kreatin behandelt wurden (Krutmann, 2001). Nukleare DNA wurde in
diesem Zusammenhang nicht naher untersucht.

Nachdem sichergestellt war, dass Keratinozyten in vitro Kreatin aufnehmen kdnnen
(s. Abb. 4.1.3.1.), wurde aus diesem Grund die Kreatinkinase-Aktivitat mit und ohne

Kreatin-Supplementation in primaren, humanen Keratinozyten gemessen (s. Abb.
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4.2.2.2.). Dabei lasst sich bei Zellen alter Spender ein Anstieg der Kreatinkinase-
Aktivitat bestimmen. Auch wenn dieser Anstieg fur n=13 statistisch signifikant ist, fallt
er mit 23% recht niedrig aus und liegt innerhalb der Spenderabhangigen, naturlichen
Schwankungsbreite der unbehandelten Zellen. Moégliche Grinde fir diese Spender-
varianz wurden weiter oben schon erortert. Auch hier ware eine Absicherung der
beobachteten Aktivitdtssteigerung nach Kreatin-Supplementation durch eine
Erhohung der Fallzahl sicher sinnvoll. Bei Zellen junger Spender, die von Anfang an
bereits eine hdhere Enzymaktivitat aufweisen, kann dahingegen kein solcher Anstieg
festgestellt werden. Die Enzymaktivitatssteigernde Wirkung von Kreatin zeigt sich
allerdings auch im Trend in der CK-mt enthaltenden Organellen-Fraktion (s. Abb.
4.2.2.4.c) und auch unter Bedingungen direkten oxidativen Stresses (s. Abb. 4.2.2.4.)
lasst sich ein protektiver Effekt beobachten. Fur die CK-mt ist zudem auch die
Inhibition durch ROS, insbesondere Peroxynitrit, und der Schutz durch Kreatin bzw.
Phosphokreatin vor dieser Inaktivierung bekannt (Stachowiak et al., 1998). Deshalb
kann die beobachtete Reduktion der Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinozyten alter
Spender auch in Zusammenhang mit oxidativen Stress-Bedingungen, wie sie
wahrend des Alterungsprozesses auftreten, gesehen werden.

Ferner besteht die Mdglichkeit, dass die Abnahme des intrinsischen Gehaltes von
Kreatin hauptsachlich auf eine geringere Vaskularisierung der Haut im Alter (Chung
et al., 2002) zurlckzufuhren ist. Diese Schlussfolgerung scheint berechtigt, da die
erhohte zellulare Aufnahme von Kreatin mdglicherweise in der Lage ist, die
altersbedingte Reduktion der Kreatinkinase-Aktivitat ruckgangig zu machen. Ein
Grund hierfur kdnnte der Schutz des Enzyms, sowohl CK-BB als auch CK-mt, gegen
ROS verursachte Schaden sein (Lawler et al., 2002).

Die in der vorliegenden Arbeit getroffenen Beobachtungen zur Kreatinkinase-Aktivitat
zusammen mit den beschriebenen positiven Effekten von Kreatin auf die
Stabilisierung der Mitochondrienmembran (s. 5.2.) und auf den Schutz vor ROS (s.
oben) sprechen alles in allem fur eine schutzende und stimulierende Wirkung von
Kreatin auf das Kreatinkinase-System. Ein besonderes Ziel fir den Schutz durch
Kreatin scheint dabei die CK-mt zu sein, welche in der Lage ist, die
Mitochondrienmembran zu stabilisieren und somit die Energieversorgung der Zelle

aufrechtzuerhalten.
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5.2.3. Kreatinsynthese in humaner Haut

Nachdem sich flr die Supplementation mit Kreatin positive Effekte zeigen lielden,
sollte untersucht werden, ob Kreatin moglicherweise auch in Hautzellen synthetisiert
werden kann. Die Kreatinsynthese findet vor allem in der Leber und im Pankreas
statt (Walker, 1979). Daneben gibt es aber auch Untersuchungen, die Hinweise fur
Kreatinsynthese in anderen Organen, wie z.B. dem Gehirn zeigen (Braissant et al.,
2001). Auch konnte die Synthese von Kreatin in verschiedenen Zelltypen, inklusive
IMR-90 Fibroblasten, in vitro dargestellt werden (Daly, 1985).

In der vorliegenden Arbeit konnten die fur die Kreatinsynthese verantwortlichen
Enzyme GAMT und AGAT auf mRNA Ebene in Biopsiematerial humaner Haut
nachgewiesen werden (s. 4.3.1. und 4.3.2.). Es zeigten sowohl Fibroblasten als auch
Keratinozyten eine Expression der GAMT. Somit sind Hautzellen aufgrund ihrer
Enzymausstattung prinzipiell in der Lage Kreatin selbst zu synthetisieren.
Entscheidend fur die Bildung von Kreatin ist hierbei der letzte Syntheseschritt, bei
dem das Enzym GAMT eine Methylgruppe von S-Adenosylmethionin auf
Guanidinoacetat ubertragt (s. Abb. 1.5.). Das Guanidinoacetat muss hierbei nicht
notwendigerweise in der gleichen Zelle synthetisiert werden, sondern kann auch aus
anderen Organen stammen (Walker, 1979). Ob Kreatin in der Haut aber wirklich
synthetisiert wird, ist noch nicht geklart. Im Gegensatz zum Gehirn, welches aufgrund
der nur schlechten Diffusion von Kreatin Uber die Blut-Hirn-Schranke auf die
Synthese von Kreatin zur Deckung des Eigenbedarfes angewiesen ist (Braissant et
al., 2001), zeigt die Haut eine starke Expression des Kreatintransporters (s. Abb.
4.1.1.). Jedoch besteht auch hier die Moglichkeit, dass die durch die Abnahme der
Vaskularisierung der Haut im Alter (Chung et al., 2002) mit Kreatin schlechter
versorgte Haut, dieses Uber die Synthese von Kreatin ausgleichen kann.

Zur Uberpriifung dieser Moglichkeit wurden primare, humane Keratinozyten junger
und alter Spender mit Guanidinoacetat inkubiert und der Einflul auf die Kreatin-
kinase-Aktivitdt beobachtet (s. Abb. 4.3.3.1. und 4.3.3.2.). Ahnlich wie bei der
Inkubation mit Kreatin (s. Abb. 4.2.2.2.) zeigt sich auch hier ein stimulierender Effekt
auf die Kreatinkinase-Aktivitat. Allerdings lasst sich bei der Inkubation mit
Guanidinoacetat im Gegensatz zur Inkubation mit Kreatin auch die Aktivitat in jungen

Keratinozyten steigern.
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Um die Frage der Kreatinsynthese in humaner Haut allerdings abschlielend klaren
zu koénnen, waren sicher noch weitere Experimente, z.B. mit radioaktiv markiertem
Guanidinoacetat, S-Adenosylmethionin oder Arginin, notwendig. Im Rahmen dieser
Arbeit war dies allerdings nicht moglich. Zum gegenwartigen Zeitpunkt lasst sich
zusammenfassend nur feststellen, dass Zellen der Humanhaut, sowohl! Fibroblasten
als auch Keratinozyten, nicht nur Uber Kreatinkinasen und Kreatinkinasetransporter
verfugen, sondern sich dort auch die Schlisselenzyme der Kreatinsynthese

nachweisen lassen.

5.3. Inaktivierung der Kreatinkinase-Expression

5.3.1. HaCat- und HelLaS3- Zellen als Modell fiir das Kreatinkinase-System in

primadren, humanen Keratinozyten

Um die Bedeutung des Kreatinkinase-Systems fur die Zelle naher zu untersuchen,
wurden in der vorliegenden Arbeit siRNA-Experimente zur Inhibition der Expression
von CK-BB und CK-mt durchgefihrt (s. 4.4). Da sich die Transfektion von primaren
Zellen im allgemeinen als recht schwer darstellt und hierbei sich nur geringe
Transfektionseffizienzen erzielen lassen, wurden fur die Untersuchungen zum einen
die humane Keratinozyten-Zelllinie HaCat und zum anderen die humane
Gebarmutterhalskarzinoma-Zelllinie HeLaS3 eingesetzt. An letzteren wurden bereits
erfolgreich siRNA-Experimente durchgefuhrt (Elbashir et al., 2002). Somit dienten die
HelLaS3-Zellen in gewisser Weise als Positivkontrolle. Bei der Auswahl der
verwendeten siRNAs (s. Abb. 4.4.3.a und b) wurde sich demnach an der Publikation
von Elbashir und Kollegen orientiert. Um sicher zu stellen, zumindest eine
funktionsfahige siRNA zur Verfugung zu haben, wurden dazu jeweils zwei
verschiedene siRNAs eingesetzt.

Vor der Transfektion mit den entsprechenden siRNAs musste allerdings noch die
Frage geklart werden, in wieweit sich die ausgewahlten Zelllinien zur Beurteilung der

Rolle des Kreatinkinase-Systems flr die gesamte Zelle eignen. Hierzu wurde zum
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einen die Expression der CK-BB und CK-mt in HaCat, HeLaS3 und primaren,
humanen Keratinozyten in einer Western-Blot-Analyse (s. Abb. 4.4.1.a) miteinander
verglichen. Zum anderen wurde die Kreatinkinase-Aktivitat in allen drei Zelltypen
untersucht (s. Abb. 4.4.1.b). Bei der Kreatinkinase-Aktivitat zeigte sich hierbei eine
untereinander vergleichbare Aktivitat. Das Expressionsmuster von primaren
Keratinozyten und der Keratinozyten-Zelllinie HaCat bezuglich CK-BB und CK-mt
stimmt zudem soweit Uberein, dass in den beiden Zelltypen CK-mt starker vertreten
ist, wohingegen CK-BB scheinbar eine untergeordnetere Rolle spielt. Im Vergleich zu
den primaren Keratinozyten ist dagegen das Expressionsmuster fur die HelLaS3
Zellen genau umgekehrt. D.h. hier scheint die CK-BB eindeutig mehr vertreten zu
sein, als die CK-mt. Insgesamt lasst sich also sagen, dass sich die Keratinozyten-
Zelllinie HaCat recht gut als Modell fir das Kreatinkinase-System in primaren,
humanen Keratinozyten eignet und dass die HeLaS3-Zellen aufgrund ihrer starken
CK-BB-Expression dagegen ein sehr gutes Modell fur die Inhibition der CK-BB
darstellen.

Da die Transfizierbarkeit von HeLaS3 bereits bekannt war (Elbashir et al., 2002 und
Experimente von Frau Oelschlager im Labor Molekularbiologie der Forschung Haut,
Beiersdorf AG, Hamburg), blieb nur noch die Frage der Transfizierbarkeit und
Transfektionseffizienz von HaCat-Zellen zu klaren (s. Abb. 4.4.2.). Nach Optimierung
der Transfektionsbedingungen zeigte sich auch flir HaCat-Zellen eine relativ gute
Transfizierbarkeit mit siRNA gegen Lamin A/C (Transfektionseffizienz von ca. 55%).
Die siRNA gegen Lamin A/C wurde verwendet, da Lamin A/C leicht
immunhistologisch nachgewiesen und somit die Transfektionseffizienz schnell
Uberpruft werden kann (Elbashir et al., 2002). Nach Abschluss dieser
Voruntersuchungen konnten dann sowohl HaCat- als auch HelLaS3-Zellen flr die
siRNA-Experimente eingesetzt werden.

Da es Hinweise gibt, dass siRNAs sowohl unspezifisische Ziele beeinflussen
(Scacheri et al., 2004), als auch das Interferon-System stimulieren (Sledz et al., 2003)
konnen, wurde bei allen Experimenten eine so genannte ,Scramble siRNA
eingesetzt und die gewonnen Daten hierauf relativiert. Bei der Scramble-siRNA
handelt es sich um eine siRNA, deren Sequenz keine Ubereinstimmung mit dem
humanen Genom aufweist und demnach auch keine spezifischen Effekte zeigen

sollte.
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5.3.2. Kreatinkinase-System — iiberlebenswichtig fiir die Zelle ?

Nach den siRNA Transfektionen wurde jeweils mittels Western-Blot-Analyse
Uberpruft, ob das entsprechende Zielprotein (CK-BB bzw. CK-mt) auch ausgeschaltet
wurde (s. 4.4.3.1. bis 4.4.3.4.). Die Ergebnisse sind jeweils nur fur die am besten
funktionierende siRNA gegen CK-BB und CK-mt dargestellt. Auch die Messung der
Gesamt-Kreatinkinase-Aktivitat (s. Abb. 4.4.3.7.) zeigte mit Ausnahme der In-
aktivierung der CK-BB in HaCat-Zellen die erwartete Reduktion.

In Tabelle 5.3.2. sind zusammenfassend die Ergebnisse der Veranderung
verschiedener zellphysiologischen Parameter nach siRNA Transfektion dargestellt.
Im Uberblick lasst sich erkennen, dass die Inaktivierung der CK-mt sowohl bei
HaCat- als auch bei HelLaS3-Zellen die deutlicheren Effekte in Bezug auf
Zytotoxizitat, Proliferation und Mitochondrienmembranpotential hat. Bei der
Kreatinkinase-Aktivitat zeigt das Ausschalten der jeweils starker exprimierten Isoform,
CK-mt bei HaCat-Zellen und CK-BB bei HelLaS3-Zellen, die ausgepragtere
Reduktion. Bei Apoptose und Nekrose ist das Bild dann genau umgekehrt. Hier ist
die Inhibition der weniger vertretenen Kreatinkinase, CK-BB bei HaCat-Zellen und

CK-mt bei HeLaS3-Zellen fur den starkeren Anstieg verantwortlich.

HaCat-Zellen HelLaS3 Zellen
CK-BB CK-mt CK-BB CK-mt

Zytotoxizitat o + + ++
Proliferation - -- - --
Kreatinkinase-Aktivitat o -- -- -
Mitochondrienmembranpotential o - -- --
Apoptose ++ + + ++
Nekrose + + + + ++

Tabelle 5.4.6.: Zusammenfassung der Verdnderung der zellphysiologischen Parameter
nach siRNA Transfektion
+ Anstieg, + + starker Anstieg, o keine Verdnderung, - Abnahme, - - starke Abnahme
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Die beobachteten Effekte bei Inhibition der CK-mt lassen sich hierbei weitestgehend
von der Mitochondrienmembran stabilisierenden Funktion der CK-mt und der damit
verbundenen verbesserten Energiebereitstellung erklaren (s. 5.2.). Die Hauptfunktion
der CK-BB ist sicher ebenso in der Energiebereitstellung zu sehen, die besonders bei
der Versorgung von fur die Zellhomeoodstase lebensnotwendigen Systemen, wie z.B.

Na,K-ATPase, von entscheidender Bedeutung zu sein scheint.

5.3.3. Zytotoxizitat und Proliferation nach Transfektion mit siRNAs

Eine Reihe von literaturbekannten Untersuchungen beschaftigt sich mit den
Auswirkungen verschiedener Knockouts (CK-BB, CK-MM, CK-MB und CK-mt) in
Mausen. Hierbei stent vor allem die Aufrechterhaltung der =zellularen
Energieversorgung durch ATP im Mittelpunkt. So konnte in Muskeln von CK-MM
Knockout-Mausen z.B. gezeigt werden, dass kein messbarer Austausch an Phosphat
zwischen ATP und Phosphokreatin mehr stattfindet und damit verbunden auch die
Muskelkraft abnimmt (van Deursen et al., 1994). Auch die Rolle der CK-mt zur
Aufrechterhaltung und Regulation des ATP-Spiegels im Gehirn (Kekelidze et al.,
2001) und Herz (Spindler et al., 2002) entsprechender Knockout-Mause wurde naher
untersucht. Zytotoxische Effekte konnten dabei bisher nicht beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit zeigen sich bei der Beurteilung der Zytotoxizitat in vitro (s.
Abb. 4.4.3.5.) mittels LDH-Messung vor allem bei der Inhibition der CK-mt deutliche
Effekte, sowohl bei HaCat- als auch bei HeLaS3-Zellen. Zytotoxische Einflisse durch
das Ausschalten der CK-BB Expression sind dagegen in beiden Zelltypen nicht so
stark ausgepragt bzw. bei den HaCat-Zellen so gut wie Uberhaupt nicht zu
beobachten. Vor allem der Verlust der CK-mt scheint also, entweder Uuber
Destabilisierung der Mitochondrienmembran oder auch tber den Verlust der Energie-
,Shuttle“-Funktion (s. 5.2.), einen negativen Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit der
Zellen zu haben.

Zur Bestimmung der Proliferation wurde ein BrdU-ELISA eingesetzt. Hierbei kann
lediglich eine Aussage Uber die Gesamtmenge an eingebautem BrdU, welche der
neusynthetisierter DNA entspricht, getroffen werden und erlaubt so keine Aussage

Uber den Prozentsatz an proliferierenden Zellen. Jedenfalls stellt sich in Bezug auf
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die Zellproliferation (s. Abb. 4.4.3.6.) ein ahnliches Bild dar wie bei der Zytotoxizitat.
Auch hier zeigen sich die deutlichsten Effekte bei der Transfektion mit siRNA gegen
CK-mt. Diese Ergebnisse legen also eine besondere Bedeutung der Kreatinkinase
bei der Proliferation nahe, was auch zu der leicht verstarkt erscheinenden Expression,
sowohl von CK-BB und CK-mt, in der Basalzellschicht der Epidermis (s. A und B in
Abb. 4.1.1.a) passt. Zudem ist z.B. fur die Regeneration von Skelettmuskulatur der
Zusammenhang zwischen Proliferation und erhohter Kreatinkinase-Expression
bekannt (Duguez et al., 2002).

Die deutlicheren Effekte, sowohl fir die Zytotoxizitat, als auch fir die Proliferation, bei
den HelLaS3-Zellen sind sicherlich zum Teil auf die bessere Transfektionseffizienz in
diesen Zellen zurickzufuhren. Dennoch bleibt bemerkenswert, dass die Inaktivierung
der CK-mt, welche in HeLaS3 nur relativ schwach exprimiert wird (s. Abb. 4.4.1.a) die
mit Abstand deutlichsten Effekte zeigt.

5.3.4. Apoptotische bzw. nekrotische Prozesse nach Transfektion mit siRNAs

Neben der Beurteilung der Apoptose- und Nekroserate mittels FACS-Analyse wurde
auch der Einflu® der siRNA Transfektionen auf das Mitochondrienmembranpotential
(AW) untersucht. Ein Absinken des Potentials durch Offnung der Permeabilitats-
Transitions-Pore gilt als ein mdglicher Ausldser der Apoptose und wird demnach als
friher apoptotischer Marker angesehen (Crompton, 1999). Es gibt jedoch auch
Hinweise, dass die Apoptose ohne Einfluss des Membranpotential eingeleitet werden
kann (Mayer und Oberbauer, 2003) bzw. das Absinken des Potentials eine Folge und
nicht Ausléser der Apoptose ist (Ly et al., 2003).

Das Membranpotential (s. Abb. 4.4.3.8.) zeigt bei den HaCat-Zellen nach
Transfektion mit siRNA gegen CK-mt ein leichtes Absinken und nach Transfektion
mit sSiRNA gegen CK-BB keine Effekte. Dies entspricht insoweit den Erwartungen, da
die CK-mt als stabilisierender Faktor der Mitochondrienmembran gilt (Wallimann et
al., 1998; Dolder et al., 2002) und die Offnung der Permeabilitats-Transitions-Pore
moglicherweise uber CK-mt reguliert wird (O’Gorman et al., 1997). Dagegen ist fur
die CK-BB kein direkter Bezug zur Mitochondrienmembran bekannt. Bei den

HelLaS3-Zellen fallt das Absinken des Membranpotentials nach Transfektion mit
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siRNA gegen CK-mt noch starker aus. Zum einen mag wiederum die bessere
Transfektionseffizienz ein Grund dafur sein. Zum anderen spielt es aber sicher auch
eine Rolle, dass die CK-mt in diesen Zellen bereits nur schwach exprimiert wird.
Uberraschenderweise zeigt sich auch nach Transfektion mit siRNA gegen CK-BB ein
starkes Abfallen des Potentials. Ein mdglicher Erklarungsversuch koénnte die
besondere Rolle der CK-BB bei der ortlichen Energiebereitstellung fur lonenpumpen,
wie die Na,K-ATPase (Guerrero et al., 1997) sein. Da die HeLaS3-Zellen besonders
stark die CK-BB exprimieren, kann man vermuten, dass diese Kreatinkinase
besondere Funktionen zur Erhaltung der Zellphysiologie wahrnimmt. Ein drastischer
Energiemangel und Verlust der Energie-,Shuttle“-Funktion (s. 5.2.) von
Phosphokreatin durch das Wegfallen der CK-BB kdnnte unter anderem zu einem
massiven Ungleichgewicht im lonenhaushalt fihren. Dieses hatte dann sicher auch
Auswirkungen auf das Membranpotential. So gibt es Hinweise, dass die Bindung von
CK-mt an Porin, welche zur Stabilisierung der Mitochondrienmembran beitragt, von
Ca®" reguliert wird (Schlattner et al., 2001). Um diese spekulativen Erklarungen
allerdings erharten zu kénnen, mussten noch weitere Experimente folgen, welche
insbesondere die genaue Rolle der CK-BB in HeLaS3-Zellen naher untersuchen.

Die Ergebnisse der FACS-Untersuchungen nach Transfektion mit den siRNAs zeigen
wiederum ein klareres Bild (s. Abb. 4.4.3.9.b). In HaCat-Zellen zeigt das Ausschalten
der CK-BB den starkeren Anstieg der Apoptoserate im Vergleich zur Transfektion mit
siRNA gegen CK-mt. Bei Transfektion der HeLaS3-Zellen zeigt sich die umgekehrte
Verteilung. Bei Transfektion mit sSiRNA gegen CK-BB ist diese deutlich geringer als
bei Inaktivierung von CK-mt. Bemerkenswerterweise zeigt sich hier jeweils bei der
Kreatinkinase der starkere Anstieg in der Apoptoserate, welche die im jeweiligen
Zelltyp weniger exprimierte darstellt. Daraus lasst sich der Schluss ziehen, dass
unabhangig von der Bedeutung und dem nach Zelltyp unterschiedlichen
Expressionsmuster der beiden Kreatinkinase wenigstens eine Mindestmenge der
CK-BB und CK-mt fiir das Uberleben der Zelle unabdingbar notwendig zu sein
scheint.

Dieser Eindruck wird zudem von den ermittelten Nekroseraten (s. Abb. 4.4.3.9.c)
unterstutzt. Auch hier zeigt bei den HaCat-Zellen die Transfektion mit CK-BB den
deutlicheren Effekt. Wohingegen bei HelLaS3-Zellen die CK-mt den essentiell

wichtigeren Bestandteil darstellt.
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Zusammenfassend  zeigt sich gerade bei der Untersuchung des
Mitochondrienmembranpotentials und der Apoptose- und Nekroserate die enorme
Bedeutung der Kreatinkinase, sowohl CK-BB als auch CK-mt, fur die

Uberlebensfahigkeit der Zelle.

5.3.5. Morphologische Beobachtungen nach Transfektion mit siRNAs

Die Auswirkungen der siRNA Transfektionen lassen sich zum Teil auch
morphologisch erkennen.

Wahrend sich im lichtmikroskopischen Bild bei der Transfektion von HaCat-Zellen,
sowohl mit CKb a (s. Abb. 4.4.3.1.a) als auch CKmt 2 (s. Abb. 4.4.3.2.a) abgesehen
von einer reduzierten Zellzahl keine besonderen Auffalligkeiten beobachten lassen,
zeigen sich bei den Transfektionen an HeLaS3-Zellen deutliche Veranderungen. Bei
der Transfektion mit siRNAs gegen CK-BB (s. Abb. 4.4.3.3.a) lassen sich vesikulare
Abschnirungen erkennen, welche ein deutliches Zeichen flr apoptotische Prozesse
darstellen und auch in den Untersuchungen zur Apoptose bestatigt werden konnten
(s. 5.3.4.). Dagegen lassen sich nach Ausschalten der CK-mt nur noch wenige, kaum
noch vital aussehende Zellen finden (s. Abb. 4.4.3.4.a).

Zumindest fur die Transfektionen mit der siRNA gegen CK-mt lassen sich auch
elektronenmikroskopisch Veranderungen erkennen, welche die bisher beschriebenen
Ergebnisse bestatigen. Bei der Transfektion von HaCat- und HeLaS3-Zellen zeigen
die mit siRNA gegen CK-mt transfizierten Zellen im Vergleich zu Scramble- und
untransfizierten Zellen deutliche Veranderungen in der Christae-Struktur der
Mitochondrien (s. Abb. 4.4.3.10.). Ahnliche Effekte lassen sich an Mitochondrien aus
der Muskulatur von Ratten beobachten, die uber mehrere Wochen mit Guanidino-
propionsaure, einem Fehlsubstrat der Kreatinkinase, geflutterten wurden (O’Gorman
et al., 1997). Auch CK-mt-Knockout-Mause zeigen Veranderungen in den
Mitochondrien der Muskelzellen (Steeghs et al., 1997). Die hier vorliegenden
Ergebnisse zeigen nun auch fur humane Keratinozyten die beschriebene
Mitochondrienmembran stabilisierende Funktion der CK-mt (Brdiczka et al., 1994,
Wallimann et al., 1998, Dolder et al., 2001).
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Bei HeLaS3-Zellen zeigt sich zudem nach Transfektion mit sSiRNA gegen CK-mt eine
fast vollstandige Abnahme der in untransfizierten und Scramble-transfizierten in
grollen Mengen vorkommenden Glykogenreserven. Dieses spricht wieder fur die
zentrale Rolle der Kreatinkinase fur die Energiebereitstellung, da die Zellen nach
Ausschalten der CK-mt offensichtlich alle Reserven mobilisieren missen, um ein

Uberleben sicherstellen zu kdnnen.

Insgesamt zeigen die siRNA Untersuchungen die enorme Bedeutung der
Kreatinkinase-lsoformen fur die Zelle. Die drastischen Effekte nach Ausschalten der
CK-BB bzw. CK-mt konnen somit auch als Modell fur die im Verlauf des
Alterungsprozess durch vermehrt gebildete ROS auftretende Inhibierung dieser
Enzyme (s. 5.2.1.) angesehen werden. In diesem Zusammenhang erscheint die
beschriebene protektive Wirkung von Kreatin auf das Kreatinkinase-System von
besonderer Bedeutung fur den Erhalt der Zellfunktionen im Alterungsprozess der
humanen Haut (s. 5.2.2.).
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte des

Kreatinmetabolismus in humaner Haut untersucht. Diese Aspekte waren im

Einzelnen:

1.

Die zytosolische Kreatinkinase (CK-BB), die mitochondriale Kreatinkinase
(CK-mt) sowie der Kreatintransporter (CT) konnten in humaner Haut
immunhistologisch und mit Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden.
Ferner konnten die Lokalisation der CK-BB und CK-mt und die Funktionalitat
dieser Enzyme auch in vitro in primaren, humanen Keratinozyten gezeigt
werden. Zudem wurde die aktive Aufnahme von Kreatin in primaren, humanen
Keratinozyten und primaren, humanen, dermalen Fibroblasten Uber den CT

untersucht.

Die Kreatinkinase-Aktivitat wurde in primaren, humanen Keratinozyten junger
und alter Spender gemessen, wobei sich eine Reduktion der Aktivitat im
Verlauf des Alterungsprozesses zeigte. Dieser Reduktion konnte durch die
Supplementation mit Kreatin ebenso entgegen gewirkt werden, wie der durch
Wasserstoffperoxid verursachten Inhibition der Kreatinkinase-Aktivitat. Somit
konnte fur Kreatin eine protektive Wirkung gegen oxidativen Stress, verursacht
von vermehrt z.B. wahrend des Alterungsprozesses auftretenden Reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), gezeigt werden. Dieser Schutzeffekt kann durch die
stabilisierende Wirkung von Kreatin auf CK-mt und damit auf die Mito-
chondrienmembran erklart werden, da CK-mt die vorherrschende Isoform in

Keratinozyten zu sein scheint.

Die Schlisselenzyme der Kreatinsynthese, Guanidinoacetat-Methyl-Trans-
ferase (GAMT) und Arginin-Glycin-Amidino-Transferase (AGAT), konnten
sowohl in humaner Haut als auch in primaren, humanen Keratinozyten und
primaren, humanen, dermalen Fibroblasten auf mRNA Ebene nachgewiesen

werden. Weiterhin zeigte sich bei Keratinozyten in vitro eine Stimulierbarkeit
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Zusammenfassung

der Kreatinkinase-Aktivitdt nach Inkubation mit der Kreatinsynthesevorstufe

Guanidinoacetat.

. Die Inhibition der CK-BB und CK-mt in Zellen der humanen Keratinozyten-
Zelllinie HaCat und der humanen Gebarmutterhalskarzinom-Zelllinie HeLaS3
zeigt zum Teil drastische Auswirkungen auf die Zelle. Besonders die
Inaktivierung der CK-mt fuhrt zu deutlich zytotoxischen Effekten, verminderter
Proliferation und einem Absinken des Mitochondrienmembranpotentials. Die
Auswirkungen des  Verlustes der CK-mt sind dabei auch
elektronenmikroskopisch anhand von Veranderungen der Mitochon-
drienmembranen zu sehen. In Bezug auf apoptotische und nekrotische
Prozesse lasst sich jeweils bei Ausschalten der in dem Zelltyp geringer
exprimierten Kreatinkinase der starkere Anstieg beobachten.

Die gewonnenen Daten zeigen nicht nur die Bedeutung der Kreatinkinasen fur
die Zelle auf, sondern unterstutzen auch die Befunde zur besonderen Rolle

der CK-mt bei der Stabilisierung der Mitochondrienmembran.
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Anhang

I Abkurzungsverzeichnis

Abb.
A.bidest.
AGAT
AMP
ANT
ATP
BrdU
BSA
bzw.
ca.

CK
CK.,
CK.
CK-BB
CK-MM
CK-mt

cm

CO,
CT
AW
d.h.
DMEM
DMSO
DNA
Em
etal.
EU

Ex
FACS

FADH;

Abbildung

Aqua bidestillata (zweifach destilliertes Wasser)
Arginin-Glycin-Amidiono-Transferase
Adenosinmonophosphat
Adenin-Nukleotid-Translokator
Adenosintriphosphat
5’-Bromo-2’-desoxy-Uridin

bovine serium albumine (Rinderserumalbumin)
beziehungsweise

circa

creatine kinase (Kreatinkinase)

assoziierte CK

cytosolic CK (zytosolische CK)

CK brain type (dimer)

CK muscle type (dimer)

mitochondriale CK

Zentimeter

Quadratzentimeter

Kohlendioxid

creatine transporter (Kreatintransporter)
Mitochondrienmembranpotential

das heifldt

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoximid

desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
Emmission

et altera (und andere)

Enzymunit

(1EU CK setzt ein Nanomol Kreatin pro Minute bei 25°C um)
Extinktion

fluorescence activated cell sorting
(fluoreszenzaktivierte Zellsortierung)

Flavin-Adenin-Dinukleotuid-Dihydrogen



GAMT
GPA
°C
FCS

9
JC-1

H20,
HaCat
HeLaS3
in vitro
in vivo
kDa
KBM
KGM
m?2

mA

Hg

mg

MG
min

ml

1]}

MM

mM

n
NADH
nm
p-A.
PAGE
PBS
pH-Wert

PI
POD
%

Anhang

Guanidinoacetat-Methyl-Transferase

guanidine propionic acid (Guanidinopropionsaure)

Grad Celsius

fetal calf serum (fotales Kalberserum)

Gramm

5,5',6,6'- tetrachloro-1,1",3,3 -tetraetylbenzimidazolylcarbocyanine
iodide

Wasserstoffperoxid

humane Keratinozyten-Zelllinie

humane Gebarmutterhalskarzinoma-Zelllinie

in Zellkultur (Reagenzglas)

am lebenden

kiloDalton

Keratinozytenbasismedium

keratinocyte growth medium (Keratinozytenwachstumsmedium)
Quadratmeter

Milliampere

Mikrogramm

Milligramm

Molekulargewicht

Minuten

Milliliter

Mikroliter

mikromolar

millimolar

Experiment bzw. Spenderzahl (Stichprobenumfang)
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Hydrogen

Nanometer

pro analysi

Polyacrylamidgelelektrophorese

phosphat buffert saline (phosphatgepufferte Kochsalzlésung)
negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
Konzentration (pro Hydrogeni)

propidium iodide (Propidiumjodid)

Peroxidase

Prozent



PVDF
p-Wert
RNA
dsRNA
mRNA
siRNA
ROS
RT-PCR

S.

SDS
Std.-Abw.
Tris/HCI
u.a,
UpM

uv

vgl.

viv

w/o

wiv

z.B.

Anhang

Polyvinyldifluorid

Wahrscheinlichkeitswert

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

double stranded RNA (doppelstéangige RNA)
messenger RNA (Boten-RNA)

silencing RNA (inaktivierende RNA)

reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)
reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(Reverse Transkriptase-Polymerasenkettenreaktion)
siehe

sodiumdodecylsulfate (Natriumdedecylsulfat)
Standard-Abweichung

Trishydroxyaminomethane, pH-Wert mit Salzsaure eingestellt
unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolettes Licht

vergleiche

Volumen pro Volumen

ohne (without) bivalente Kationen

weight per volume (Gewicht pro Volumen)

zum Beispiel



II. Messdaten

1. Kreatinaufnahme in Keratinozyten (Abb. 4.1.3.1.)

a) ohne GPA
Zeit Protein Counts A/ ug Counts A/ ug
[min] Counts A [ug] Protein Counts B Protein [ug] Protein
0 0 2,40 0,00 171 2,638 6,48
20 13795,5 2,85 4845,63 20132,2 2,963 6794,53
30 30004,6 2,85 10524,24 27599 2,315 11921,81
60 48343 2,07 23376,69 54481,9 2,109 25833,05
b) mit GPA
Zeit Protein Counts A/ ug Counts A/ pg
[min] Counts A [ug] Protein Counts B Protein [ug] Protein
0 0 2,40 0,00 171 2,638 6,48
20 13795,5 2,85 4845,63 20132,2 2,963 6794,53
30 17157,2 2,26 7584,97 17559,5 2,801 6269,01
60 20508,2 1,96 10458,03 21736,3 2,818 7713,38

2. Kreatinaufnahme in Fibroblasten (Abb. 4.1.3.2.)

a) ohne GPA
Protein Counts A/ ug Counts A/ ug
Zeit [min] Counts A [pg] Protein Counts B Protein [ug] Protein
0 11,5 0,90 12,74 11,7 1,01 11,56
20 861,3 0,82 1054,22 1438,6 1,11 1298,38
60 1822,3 0,91 2013,59 1808 0,88 2049,89
b) mit GPA
Zeit Counts A/ ug Counts A/ ug
[min] Counts A Protein [ug] Protein Counts B Protein [ug] Protein
0 11,5 0,90 12,74 11,7 1,01 11,56
20 861,3 0,82 1054,22 1438,6 1,11 1298,38
30 570,4 1,00 568,13 720,9 1,06 683,32
60 621,9 0,91 686,42 899 0,86 1041,71

3. Eichkurve Kreatinkinase-Test (Abb. 4.2.)

Anorgan. Phosphor / g Abs. 700 nm
0 0
5 0,109
10 0,214
15 0,318
20 0,416

25 0,52

Anhang

Mittelwert
3,24
5820,08
11223,03
24604,87

Mittelwert
3,24
5820,08
6926,99
9085,70

Mittelwert
12,15
1176,30
2031,74

Mittelwert
12,15
1176,30
625,72
864,07



4. Kreatinkinase-Aktivitat in Fibroblasten und Keratinozyten (Abb. 4.2.1.)

Keratinozyten /
EU

10,50
5,74
7,93
10,29
9,94
10,00
6,04
7,70
10,70
13,00
12,00
1,25
7,64
2,76
15,50
11,38
4,05
2,89
3,59
7,70
Mittelwert 8,03
Std.Abw. 3,83

Fibroblasten /

EU
3,50
5,75
4,00
5,00
2,50

4,15
1,27

Anhang

5. Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinozyten alter und junger Spender
(Abb. 4.2.2.1.) relativiert auf Proteingehalt

Mittelwert
jung/ EU 10,11 8,69 5,62 7,27 5,79 8,83 8,10 9,46 4,72 6,68 758
alt/ EU 6,51 9,79 4,80 4,44 8,03 5,31 8,25 7,96 3,45 3,71 6,22
% 134% 115% 75% 97% 7% 117%  108% 126% 63% 89% 100%
% 64% 113% 85% 61% 139% 60% 102% 84% 73% 55% 84%
6. Kreatinkinase-Aktivitat in Keratinozyten alter und junger Spender

nach Kreatininkubation (Abb. 4.2.2.2.) relativiert auf Proteingehalt

a) alte Spender

Kontrolle / EU 6,561 9,79 4,80 6,64
150 ym Kreatin/EU 7,71 11,79 6,55 7,19
% 94% 141% 69% 96%

% 118% 120% 137% 108%

4,44
4,88
64%
110%

8,03
8,60
116%
107%

5,31
8,03
76%
151%

5,70
6,46
82%
113%

8,25
11,00
119%
133%

7,96
11,51
115%
145%

9,01
10,43
130%
116%

7,72
8,37
111%
108%

6,18
8,28
89%
134%

Std.-Abw.

23%
26%

Mittelwert Std.-Abw.

6,95
7,60
100%
123%

1,89
2,29
23%
14%
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b) junge Spender

Kontrolle / EU 10,11 8,69 5,62
150 pym Kreatin / EU 9,68 5,87 5,27
Y% 127% 109%  70%
% 96% 68% 94%

7,27 5,79
7,83 6,54
91% 73%
108%  113%

8,83 8,10
8,53 9,06
111% 101%
97% 112%
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Mittelwert  Std.-Abw.

9,46 7,99 1,53
11,43 8,03 1,94
119% 100% 15%
121% 98% 15%

Kreatinkinase-Aktivitat in subzellularen Fraktionen (Abb. 4.2.2.3.2.)

relativiert auf Proteingehalt

unbehandelt F1
unbehandelt F2 7,21
150 uym Kreatin F1 3,73
150 ym Kreatin F2 5,26

3,23 0,00
4,94
0,23

4,88

1,04
6,69
0,69
10,32

0,20
3,94
0,00
7,55

Mittelwert Sdt.-Abw.

1,12 1,48
5,70 1,52
1,16 1,74
7,00 2,51

Kreatinkinase-Aktivitat unter Wasserstoffperoxid-Stress (Abb. 4.2.2.4.)

relativiert auf Proteingehalt

a) unbehandelt

Mittelwert Std.-Abw.

Kontrolle 9,79 8,69 7,04 8,51 1,38

1uM Peroxid 6,40 4,07 4,77 5,08 1,19
55uM Peroxid 3,77 5,25 3,90 4,31 0,82

% 115% 102% 83% 100% 16%

% 65% 47% 68% 60% 11%

% 38% 60% 55% 51% 12%

b) 150uM Kreatin

Mittelwert

Kontrolle 11,79 5,87 7,10 8,25
1uM Peroxid 6,96 4,84 4,84 5,55
55uM Peroxid 6,18 4,70 5,60 5,50
% 143% 71% 86% 100%
% 59% 83% 68% 70%
% 52% 80% 79% 70%

Std.-Abw.
3,12
1,22
0,75
38%
12%
16%
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Kreatinkinase-Aktivitat nach Guanidinoacetatinkubation (Abb. 4.3.3.1.

und 4.3.3.2.) relativiert auf Proteingehalt

a) alte Spender

Kontrolle

150 yM Guanidinoacetat

%
%

b) junge Spender
unbehandelt
150 pM Guanidinoacetat

%
%

5,89
5,64

17%
96%

8,66
8,84

123%
102%

4,72
7,30

94%

155%

3,45
4,49

130%

4,45
5,21

89%
17%

9,02
10,87

128%
121%

Mittelwert
5,02
6,05

100%
122%

Mittelwert
7,04
8,07

100%
118%

Std-Abw.

15%
21%

Std-Abw.

5%
10%

Kreatinkinase-Aktivitat in HaCat- und HeLaS3-Zellen (Abb. 4.4.1.2.)

HaCat/ EU
HelLaS3 / EU

4,58
4,36

Zytotoxizitat (LDH) nach siRNA Transfektion (Abb. 4.4.3.5.)

a) HaCat-Zellen

Scramble 0,38
CKb A 0,40
CKmt 2 0,52
% 67%
% 105%
% 138%

0,60
0,62
0,74

106%
104%
124%

b) HelLaS3-Zellen

Scramble 0,34
CKb A 0,43
CKmt 2 0,55
% 96%
% 129%

% 165%

0,35
0,67
0,86

99%
192%
247%

0,65
0,69
0,83

115%
106%
127%

0,33
0,62
0,87

95%
187%
260%

0,57
0,62
0,72

100%
109%
127%

0,35
0,43
0,65

100%
123%
186%

0,63
0,73
0,81

112%
115%
128%

0,38
0,74
0,88

109%
193%
230%

Mittelwert
0,57
0,61
0,72

100%
108%
129%

Mittelwert
0,35
0,58
0,76

100%
165%
217%

Std.-Abw.
0,11
0,13
0,12

19%
5%
5%

Std.-Abw.
0,02
0,14
0,15

6%
35%
41%
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Proliferation (BrdU) nach siRNA Transfektion (Abb. 4.4.3.6.)

a) HaCat-Zellen

Scramble 0,920 1,141
CKb A 0,856 0,916
CKmt 2 0,516 0,650
% 91% 113%
% 93% 80%
% 56% 57%

b) HelLaS3-Zellen

Scramble 0,220 0,794
CKb A 0,237 0,551
CKmt 2 0,096 0,251
% 33% 119%
% 108% 69%
% 44% 32%

0,977
1,611
1,155

98%
71%
54%

0,992
0,322
0,133

148%
71%
54%

Mittelwert
1,013
1,127
0,774

100%
81%
56%

Mittelwert
0,668
0,370
0,160

100%
83%
43%

Std.-Abw.
0,114
0,420
0,337

11%
1%
1%

Std.-Abw.
0,401
0,163
0,081

60%
22%
1%
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Kreatinkinase-Aktivitat nach siRNA Transfektion (Abb. 4.4.3.7.)

relativiert auf Proteingehalt

a) HaCat-Zellen

Scramble 2,21 2,88
CKb A 2,01 3,86
CKmt 2 0,63
% 83% 108%
% 91% 134%
% 28%

b) HelLaS3-Zellen

Scramble 2,79 5,54
CKb A 0,14 2,85
CKmt 2 2,05 0,32
% 75% 150%
% 5% 51%

%

74% 6%

2,99
3,77
1,87

112%
126%
63%

2,56

0,60

96%

23%

2,79
0,14
2,05

75%
5%
74%

Mittelwert Std.-Abw.
2,66 0,42
3,21 1,04
1,03 0,88
100% 16%
117% 23%
38% 24%
Mittelwert ~ Std.-Abw.

3,71 1,59

1,04 1,56

1,48 1,00

100% 43%

21% 27%

51% 39%
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Mitochondrienmembranpotential nach siRNA Transfektion (Abb.

4.4.3.8.)
a) HaCat-Zellen

Scramble 2,173
CKb A 2,311
CKmt 2 2,383
% 138%
% 106%
% 110%

b) HelLaS3-Zellen

Scramble 3,695
CKb A 1,763
CKmt 2 1,522
% 176%
% 48%
% 41%

1,083
1,232
0,822

69%
114%
76%

1,265
1,083
1,077

60%
86%
85%

1,481
1,334
1,317

94%
90%
89%

1,331
1,024
1,096

63%
7%
82%

Mittelwert
1,579
1,626
1,507

100%
103%
91%

Mittelwert
2,097
1,290
1,232

100%
70%
70%

Std.-Abw.
0,552
0,595
0,797

12%
12%
15%

Std.-Abw.
1,385
0,411
0,252

28%
20%
27%

Apoptoseratenach siRNA Transfektion (Abb. 4.4.3.8.)

a) HaCat-Zellen

Scramble 107%
CKb A 174%
CKmt 2 118%

b) HelLaS3-Zellen

Scramble 130%
CKb A 184%
CKmt 2 118%

93%
208%
139%

88%
155%
199%

82%
197%
262%

Mittelwert
100%
208%
139%

Mittelwert
100%
155%
186%

Std.-Abw.
9%
24%
14%

Std.-Abw.
26%
22%
40%



16.

Anhang

Apoptoseratenach siRNA Transfektion (Abb. 4.4.3.8.)
a) HaCat-Zellen

Mittelwert Std.-Abw.
Scramble 217% 53% 30% 100% 102%
CKb A 483% 109% 191% 388% 196%
CKmt 2 299% 113% 592% 295% 241%
b) HelLaS3-Zellen

Mittelwert Std.-Abw.
Scramble 99% 138% 63% 100% 27%
CKb A 435% 245% 593% 381% 174%
CKmt 2 779% 600% 811% 704% 114%
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