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1. Einleitung

1.1. Atherosklerose und Makrophagen

Wahrend die Mortalitat kardiovaskularer Erkrankungen in den vergangenen
Jahren in der westlichen Welt dank intensiver medikamentoser Behandlung
der Risikofaktoren und Innovationen in der Arzeneimitteltherapie sank, nimmt
die globale Morbiditat durch kardiovaskulare Erkrankungen inbesonders in
Landern Lateinamerikas, Afrikas und des Nahen Ostens zu [1; 2].

Dies ist begleitet von einer zunehmenden Urbanisierung in diesen Regionen
und damit einhergehenden sozioOkonomischen Veranderungen, welche
ultimativ zu einer starken Zunahme kardiovaskularer Risikofaktoren wie
Nikotinabusus, Fettstoffwechselstorungen, Adipositas und Diabetes Mellitus
fuhren [2].

Diese Risikofaktoren sind pathogenetisch vebunden mit der Entstehung der
Atherosklerose, bei der es sich um eine chronisch-fortschreitende
Entzindung der Gefallwande mit nachfolgender Immunantwort handelt [3].
Inflammatorische mononuklare Zellen stellen den entscheidenden Zelltyp in
der Entstehung und Progression der Atherosklerose dar [4].

Li et al. [5] zeigten erstmals in tierexperimentellen Versuchen an Kaninchen,
dass Endothelzellen als Antwort auf einen erhdhten Serumcholesterinspiegel
das Adhasionsmoleklul vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
exprimieren. Gefolgt von der Expression von VCAM-1 konnte eine Infiltration
der Intima durch Makrophagen histologisch nachgewiesen werden [5]. Andere
Arbeitsgruppen  zeigten in  in  vitro-Studien, dass  modifizierte
Lipoproteinpartikel in Endothelzellen durch Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie Nuclear Factor-KappaB (NF-xB) via Stimulation
mit Interleukin-1 oder Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) eine
Enzindungsantwort induzieren, die dann in der Expression und Aktivierung
von VCAM-1 mindet [6]. Diese Untersuchungen sind somit die ersten
Hinweise auf einen kausalen Zusammenhang zwischen Hypercholesterindmie
und Expression von Adhasionsmolekulen auf Endothelzellen, was die
Adhasion von inflammatorischen mononularen Zellen begunstigt und von

deren Diapedese und Intimainfiltration gefolgt ist [7].



Die Motilitat inflammatorischer mononuklearer Zellen in der GefaBRwand hangt
dabei von der Wirkung chemotaktischer Zytokine/Chemokine, der Expression
mitogener Wachstumsfaktoren als auch von deren Rezeptoren ab [3; 8].

So ist das Chemokin Monocyte Chemoattractant Proteine-1 (MCP-1)
beispielsweise stark in humanen Lasionen exprimiert [4]. Unterstutzt wird
diese These durch experimentelle in vivo Untersuchungen an ApoE-
defizienten Mausen, denen zusatzlich der MCP-1 Rezeptor CCR2 durch Gen-
Knockout fehlte [9]. In diesen Tieren fand sich eine wesentlich geringere
Akkumulation von Monozyten und Lipiden [9].

Der Prozess der Diapedese ist auch charakterisiert durch die Differenzierung
von Monozyten zu Makrophagen [4]. Durch diese Veranderung bilden die
Zellen einen aggressiveren Phanotyp aus, welcher sie dann befahigt, an der
chronisch-progredienten  Entzindungsreaktion in der Atherosklerose
teilzunehmen [4]. Gefolgt ist die phanotypische Differenzierung von der
Aufnahme und Akkumulution von Lipoproteinen [8]. Diese bilden in
Makrophagen zytoplasmatische Einschlisse, bei denen es sich um
Cholesterolester und oxidierte Formen von low-density Lipoprotein (LDL)
handelt, wodurch sie ihr charakteristisches ,schaumiges® Aussehen
bekommen [4]. Diese uberschielende Akkumulation von Lipiden und Bildung
von Schaumzellen kann als Folge einer Expression von Rezeptoren fur
modifizierte Lipoproteine (Scavenger Rezeptoren A und CD36) gesehen
werden; diese Rezeptoren unterliegen im Gegensatz zum LDL Rezeptor
keinem schitzend-limitierenden Regelkreis mehr [8].

Die Produktion von Apoptose-induzierenden Mediatoren wie z.B. p53 Protein
durch aktivierte Makrophagen begunstigt den Untergang vaskularer glatter
Gefalmuskelzellen (VSMCs) und damit die Destablisierung der Plaquekappe
[10]. Der Untergang Lipid-beladener Makrophagen dagegen ist verantwortlich
fur die Entstehung eines nekrotischen Kerns im Plaque sowie fur dessen
Progression durch Akkumulation von freiem Cholesterin [11].

Begleitet werden diese Prozesse durch Ab- und Umbauvorgange der
extrazellularen Matrix (EZM), insbesondere durch proteolytische Enyzme wie
Matrix Metalloproteinasen (MMPs), gebildet von Makrophagen [10].

Die Folge ist die Ruptur der Plaquekappe mit nachfolgender Thrombusbildung

und daraus resultierendem Gefallverschluss, der haufigsten Ursache des



Myokardinfarktes [12]. Autopsiestudien an Menschen zeigten, dass das
Vorhandensein von Makrophagen hierbei direkt mit der Plaqueprogression

und Ruptur korreliert [11].



1.2 Die Interaktion von Integrinen, Matrix Metalloproteinasen und
Tyrosinkinaserezeptoren in der Entstehung und Progression der

Atherosklerose

Integrine stellen die Verbindung von Zytoskelett und EZM her, sie fungieren
als Signalbricke, indem sie Mechanotransduktion [13] und bidirektionale
Signaltransduktion [14] ermdglichen. Sie sind daruber hinaus fur Adasion und
Migration, Zytoskelett-Organisation, Proliferation, Differenzierung und
Uberleben der Zellen von groRer Bedeutung [15].

Integrine sind Transmembranrezeptoren, bestehend aus uber 15 o und 8 B
Untereinheiten, die in einer Vielzahl unterschiedlicher Kombinationen
miteinander  heterodimerisieren  konnen [15]. Unter bidirektionaler
Signaltransduktion versteht man die Kommunikation zwischen Zellen und
Extrazellularraum durch outside-in und inside-out signaling [16]. Outside-in
signaling beschreibt dabei einen Prozess, bei dem es durch Integrinbindung
von extrazellularen Matrixproteinen zur Phosphorylierung Integrin-abhangiger
Nicht-Rezeptortyrosinkinasen wie z.B. der Fokalen Adhasionskinase (FAK)
sowie Paxillin und hiervon abhangiger Signaltransduktionswege kommt [16].
Besonders in der Gruppe der av Integrine kommt es dabei Uber weitere
Signaltransduktionswege wie z.B. Phoshoinositol-3 Kinase (PI-3 Kinase) zur
Adhasion und Migration der Zelle [14].

Im Gegensatz zu diesem "klassischen" Modell der Integrinaktivierung,
gekennzeichnet durch deren Interaktion mit Proteinen des Extrazellularraums,
kommt es beim inside-out signaling durch die Aktivierung von
Wachstumsfaktorrezeptoren und nachfolgender Induktion von
Rezeptortyrosinkinasen sowie konsekutiver Signaltransduktionswege wie
Proteinkinase C (PKC) zur Modellierung der Affinitat und Aviditat von
Integrinen [17]. Die resultierende Optimierung der Integrin-Substrat-
Interaktion  fuhrt beispielsweise via PKC  Aktivierung Uber die
Phosphorylierung der p1 Integrin Untereinheit zur gesteigerten Aviditat
gegenuber extrazellularem Kollagen-1 [17].

Das Integrin av kann mit einer von funf moglichen § Ketten (1, 3, p5, p6,

8) heterodimerisieren und erkennt als Heterodimer die Aminosauresequenz



RGD (Arginin-Glycin-Aspertat) von extrazellularen Liganden wie Vitronektin,
Fibronektin oder Osteopontin [15].

Integrin avp3 findet sich in atherosklerotischen Lasionen z.B. in glatten
Gefallmuskelzellen, Monozyten bzw. Makrophagen unterschiedlich
exprimiert; in intakten Arterien findet es sich vor allem auf Endothelzellen [18].
Weerasinghe et al. [19] konnten zeigen, dass avf3 Integrin die Adhasion von
Monozyten an ICAM-1 von Endothelzellen moduliert und dass (3 Integrin-
defiziente Makrophagen eine signifikant geringe Transmigration durch die
Endothelbarriere aufwiesen. In tierexperimentellen Modellen konnte durch
spezifische Hemmung von av Integrinen durch spezifische blockierende
Antikorper gegen Vitronektin, avf3 oder avf5 sowohl die Neointimabildung
als auch die Infiltration der GefalBwande durch Makrophagen verhindert
werden [20; 21; 22].

Zellmotilitat setzt auch die Unterstitzung der Integrine durch Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) voraus. Diese bilden eine heterogene Gruppe von
mehr als 20 beim Menschen identifizierter Zink-abhangiger Enzymen, welche
als Gesamtheit betrachtet in der Lage sind nahezu jegliche Molekile des
Extrazellularraums zu spalten [23; 24]. Sie gehoren damit zu den wichtigsten
proteolytischen Enzymen im Interstitium. Die Induktion und Sekretion dieser
Enzyme wird wesentlich durch Chemokine und Wachstumsfaktoren gesteuert;
Makrophagen sind bedeutende Produzenten [23].

Entsprechend der Art ihrer Aktivierung kann man die MMPs vereinfacht in von
der Zelle sezernierte und an die Zellmembran gebundene Enzyme einteilen.
Die Ioslichen MMPs werden hauptsachlich als Zymogene von der Zelle
abgegeben und werden erst extrazellular durch proteolytische Spaltung
aktiviert, z.B. von anderen MMPs oder Proteasen wie Plasmin und Thrombin
[25]. Membranstandige MMPs werden intrazellular von Proprotein
Convertasen aktiviert und dann an die Zellmembran gebunden, so dass ihre
Aktivitat auf den perizellularen Raum beschrankt ist [24; 25; 26]. Von den
derzeit identifizierten sechs membrangebundenen MMPs (MT-MMPs), findet
sich MT5-MMP nur im zentralen Nervensystem und MT6-MMP besonders auf

Tumorzellen und Leukozyten [25].
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Alle Zelltypen, die sich im humanen Plaque finden, kénnen zwar prinzipiell
MMP sezernieren, jedoch kommt Makrophagen eine Schlusselfunktion zu.
Gewebeuntersuchungen  konnten  einen  Zusammenhang  zwischen
rupturgefahrdeten  atherosklerotischen  Lasionen, Akkumulation von
Makrophagen sowie einer gesteigerter Aktivitat von MMPs nachweisen [25].
Insbesondere konnte eine erhdhte Expression von MMP-1, -2, -9 und -14 in
makrophagenreichen Regionen der Plaque identifiziert werden [23]. In vitro
Studien konnten zeigen, dass die Migration von Monozyten aus dem Blut
durch die Endothelbarriere tber MT1-MMP vermittelt wird [27].

Neben der Spaltung extrazellularer Matrixproteine ist MT1-MMP an der
Aktivierung von pro-MMP-2 beteiligt [24]. Pro-MMP-2 wird vor allem von
glatten GefalBmuskelzellen und Fibroblasten sezerniert [28]. Fur seine
Aktivierung ist ein Multiproteinkomplex auf der Zellmembran notwendig, er
besteht aus zwei Molekulen MT1-MMP, einem TIMP-2 Molekul und pro-MMP-
2 [24]. Das Verhaltnis von MMPs zu TIMP-2 entscheidet dabei Uber
Aktivierung  bzw. Hemmung des pro-MMP-2  Molekils dieses
Multiproteinkomplexes [24].

Fur die Beteiligung der MMPs an der Progression und Komplikation der
Plaqueregion spricht aulerdem, dass in verschiedenen klinischen Studien
eine Assoziation zwischen erhdhtem Plasmaspiegel von MMP-2 und MMP-9
und dem akuten Koronarsyndrom (ACS) gezeigt werden konnte [29].

Da eine balancierte Aktivitat der Matrix Metalloproteinasen fur ein
physiologisch adaquates Milieu sowie fur das Zusammenspiel von Zellen und
Gewebe essentiell ist, werden sie streng reguliert [23; 24]. MMP-Aktivierung
kann einerseits durch Gentranskription oder proteolytische Aktivierung der
Proenzyme gesteigert werden. Andererseits kann Uber stochiometrische 1:1
Bindung an endogenen Inhibitoren — den vier beim Menschen bekannten
tissue inhibitors of metalloproteases (TIMP-1, -2, -3, -4) — eine Hemmung
erfolgen [23].

Die Bedeutung der Interaktion von MMPs und Integrinen zeigt sich unter
anderem an der Bindung von MMPs an Integrine, welche notwendig ist zur

Koordinierung von Degradation der EZM und Zellmotilitat [30]. So wurde
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gezeigt, dass in humanen Monozyten die a4f1 und a581 Integrinbindung an
Fibronektin die Expression von membran-gebundenem MT1-MMP steigert
[27]. Weiterhin hemmte die Inhibition von MT1-MMP mittels blockierendem
Antikorper die MCP-1 induzierte Migration von Monozyten [27]. Somit

regulieren Integrine MMPs, die wiederum wichtig fur die Invasion sind.

Weiterhin spielen Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren fur die
Progression der Atherosklerose eine bedeutende Rolle, denn sie regulieren
vor allem Proteinbiosythese, Proliferation und Chemotaxis [8], ein typisches
Beispiel dafur ist Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) und sein Rezeptor IGF-
1R. Die Rolle von IGF-1/IGF-1R bei der Atherosklerose ist dabei kontrovers
einzuschatzen, da sowohl atheroprotektive wie atherogene Funktionen
beschrieben wurden. Der Plasmaspiegel von IGF-1 wird unter Kontrolle von
Wachstumshormon (GH) hauptsachlich durch die Synthese in der Leber
bestimmt, wodurch es seine endokrinen Funktionen wie Wachstum und
Modifikation von Entwicklung und Differenzierung wahrnehmen kann [31].
Daruber hinaus kann IGF-1 von nahezu allen Geweben synthetisiert werden
und besonders seine autokrine und parakrine Sekretion von mononuklearen
Zellen in Thymus, lymphatischen Organen und auch Entzindungsorten sowie
bei Tumoren sind von Bedeutung [31]. Unabhangig vom Plasmaspiegel kann
IGF-1 also streng regional begrenzt hohe Konzentrationen erreichen und
damit  organspezifische = Wirkungen ausfuhren, ohne z.B. die
Glukosehomeostase zu beeinflussen [31]. IGF-1 vermittelt seine Wirkung
durch Bindung an den IGF-1R [31]. Die sechs IGF Bindungsproteine
(IGFBPs) modulieren diese Interaktion, in dem sie als IGF-1
Transporterproteine fungieren kénnen und IGF-1 auch direkt hemmen oder
die Rezeptorbindung verstarken konnen [31].

Der IGF-1R ist ein Heterotetramer bestehend aus zwei extrazellularen o-
Ketten und zwei intrazellularen p-Ketten [31]. Die p-Ketten sind mit einer
Tyrosinkinase Domane verbunden, die bei Rezeptorligandenbindung
autophosphoryliert [31]. Daran schlieBen sich Phosphorylierungen von

verschiedenen Signalproteinen wie z.B. Insulin Rezeptor Substrat-1 (IRS-1)
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bis -4 und Shc an, welche in der Aktivierung von Transduktionswegen wie PI-
3 Kinase, Akt oder Ras-Raf-ERK-1/2 munden [31].

Die Synthese des IGF-1R erfolgt durch Translation am endoplasmatischen
Retikulum, die weitere Prozessierung findet am frans-Golgi Netzwerk (TGN)
statt, wo er durch endoproteolytische Spaltung durch die Proprotein
Convertase Furin aktiviert wird. Dabei wird aus dem etwa 200 kDa grofen
Prakursorprotein des IGF-1R an der dibasischen Aminosauresequenz RVRR

(Arginin-Lysin-Arginin-Arginin) die p- von der o-Untereinheit getrennt, die

beiden Untereinheiten durch Disulfidbricken verbunden und der Rezeptor
dann zur Zellmembran transportiert (Abb.1) [32].

Abb.1: Schematische Darstellung der Peptidsequenz der endoproteolytischen
Aktivierung des Pro-IGF-1R durch Furin (modifiziert nach Khatib [32])

Proprotein Convertasen sind Enzyme, die inaktive Vorstufen von Proteinen
durch limitierte endoproteolytische Spaltung aktivieren. Ein Beispiel hierfur ist
die Aktivierung von Insulin aus Proinsulin unter Abspaltung des C-Peptides,
welches durch die Proprotein Convertase PC1 erfolgt [33]. Somit bilden Pro-
peptide und deren aktivierende Proprotein Convertasen eine funktionelle
Einheit zur Synthese biologisch aktiver Substanzen.

Beim Menschen wurden bisher sieben verschiedene Proprotein Convertasen
(PCs) charakterisiert (PC1/3, PC2, PC4, PC5/6, PC7, Furin, PACE4). Als
kalziumabhangige Serin Endoproteinasen sind diese strukturell mit dem
bakteriellen Subtilisin und dem aus Hefe stammenden Kexin verwandt,
weswegen sie auch als Subtilisin/Kexin-ahnliche Protein Convertasen
zusammengefasst werden. Sie aktivieren Proproteine an Sitzen dibasischer

Aminosauren mit dem generellen Motiv: (Arg/Lys)-(Xn)-(Arg/Lys)| (X kann
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jede Aminosaure darstellen) [34]. Die PCs sind grundsatzlich in allen
Geweben zu finden, wobei sie jedoch in unterschiedlicher Expression und
Kombination verteilt sind. Ihr Bestimmungsort, an dem die Aktivierung der
Proproteine stattfindet, ist in der Regel das trans-Golgi Network (Furin, PC7,
PACE4) und/oder sekretorische Granula (PC1/3, PC2, PC5/6) sowie die
Zellmembran (Furin, PC5/6) [35].

Aufgrund ihrer potentiellen Substrate wie Pro-TGF-p, Pro-MT1-MMP, Pro-
IGF-1R ist es vorstellbar, dass PCs wie Furin eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Progression der Atherosklerose spielen kdnnten [26; 36; 37;
38]. Pathologisch-anatomische Untersuchungen an humanen
atherosklerotischen Lasionen zeigten, dass Furin in fortgeschrittenen, ruptur-
gefahrdeten Lasionen vor allem in Makrophagen stark exprimiert wird [39].
Daneben ist IGF-1/IGF-1R in humanen atherosklerotischen Lasionen hoch
exprimiert [40]. Wahrend der Progression der Atherosklerose konnten erhdhte
Plasmaspiegel von IGF-1 und IGFBP-3 in Patienten gefunden werden [41].
Experimentelle in vivo Studien konnten eine verstarkte Neointimabildung
infolge von IGF-1 Uberexpression in vaskuldren glatten Muskelzellen
(VSMCs) zeigen [42], die Hemmung des IGF-1R mittels eines IGF-1
ahnlichen Peptides fuhrte bei Restenosemodellen an Ratten zur

Neointimareduktion [43].

In Tumorzellen induziert IGF-1 deren Migration durch die Aktivierung von
Integrinen und auch MMPs. Zhang et al. [44] konnten zeigen, dass IGF-1 die
MT1-MMP/MMP-2 Aktivierungskaskade bei Lungenkarzinomzellen induziert,
wohingegen Marelli et al. [45] zeigten, dass IGF-1 die Migration von humanen
androgen-unabhangigen Prostatatumorzellen vor allem durch
Integrinaktivierung begunstigt. Die Autoren zeigten, dass es infolge von IGF-1
Stimulation zu einer Aktivierung des IGF-1R und damit einhergehend zur
Aktivierung von PI-3 Kinase kommt [45]. Dies fuhrte zum Rearrangement des
Aktin Zytoskeletts und zur Steigerung der Expression des av3 Integrins [45].
Neben dem Einfluss auf die Zellmotilitat konnten Barfield et al. [46]
veranschaulichen, dass es infolge von IGF-1 Stimulation in glomerularen

Mesangiumszellen bei Ratten zu einer gesteigerten Schaumzellbildung bei
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cholesterin- und fettreicher Diat kommt. Auch bei murinen Makrophagen
konnten in vivo Versuche eine gesteigerte Aufnahme von LDL durch IGF-1
Stimulation nachweisen [47]. Eine weitere pro-inflammatorische Wirkung
zeigte sich durch IGF-1 Stimulation bei murinen Makrophagen in einer
erhohten Zytokinsekretion [48].

Dies lasst vermuten, dass IGF-1 sowohl auf Integrine als auch auf MMPs, die
Cholesterinaufnahme in Makrophagen und deren Zytokinsekretion Wirkung
hat, also auf Funktionen, die in der Pathogenese der Atherosklerose von
grofRer Bedeutung sind.

Im Gegensatz zu diesen proatherogenen Funktionen zeigten Bai et al. [49]
jedoch eine Uber PI-3 Kinase vermittelte anti-apoptotische Wirkung von IGF-1
auf glatte Gefallmuskelzellen. Des Weiteren untersuchten Haylor et al. [50]
renale Vasoregulationsprozesse und zeigten eine durch IGF-1 induzierte
Steigerung der NO Synthase, die in eine NO-vermittelte Vasodilatation und

Plattchen-hemmende Funktion miindete.
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2. Fragestellung und Ziele

IGF-1 und IGF-1R finden sich gesteigert in humanen atherosklerotischen
Lasionen exprimiert. Im Tiermodel fiihrt die Uberexpression von IGF-1 zur
gesteigerten Neointimabildung, die Inhibition von IGF-1 verhindert die
Restenose signifikant. In vitro Untersuchungen haben daruber hinaus gezeigt,
dass IGF-1 anti-apoptotische Wirkung in glatten Gefalmuskelzellen besitzt,
aber auch Zellmatiliat in Tumorzellen via Aktivierung von Integrinen und/oder
MMPs steigert. Die Bedeutung von IGF-1 fur essentielle Funktionen von
Makrophagen, wie Motilitat und Zytokinsekretion ist bisher jedoch weitgehend
unbekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war daher die chemotaktische Potenz von IGF-1 in
Makrophagen zu untersuchen. Weiterhin sollte die mogliche Beteiligung von
Integrinen und / oder MMPs hierbei untersucht werden, sowie mogliche
Signaltransduktionswege identifiziert werden. DarUber hinaus sollte die

Stimulation der Sekretion von inflammatorischen Zytokine untersucht werden.

Die einzelnen Arbeitsschritte sollten daher umfassen:

1. Untersuchungen der Regulation von IGF-1R und seiner aktivierenden
Convertase Furin wahrend der phanotypischen Transformation von
humanen monozytaren THP-1 Zellen zu THP-1/Makrophagen,

2. Untersuchungen zur Bedeutung der Inhibition der pro-IGF-1R
Prozessierung durch Furin bzw. Inhibition mit spezifischen Inhibitoren,

3. Untersuchungen zur Regulation von Integrin avp3 und / oder MMPs
und TIMPs in THP-1/Makrophagen durch IGF-1,

4. Untersuchungen zur IGF-1 vermittelten Chemotaxis und Identifikation
der beteiligten Zellmembranrezeptoren und / oder Enzymen sowie der
verantwortlichen Signaltransduktionswege,

5. Untersuchung zur MIP-1a. und TNF-a Sekretion nach Stimulation von
THP-1/Makrophagen mit IGF-1.



3. Material und Methoden

3.1. Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Mikroskop (Immunfluoreszenz)

Mikroskop (Zellkultur)
Elektrophoresesystem
Heizblock
Zellkulturschrank
Zellkulturbank
pH-Meter
Autoklavenanlage
Filmentwicklungsmaschine
ELISA-Reader
Scanner

Zentrifuge (klein)
Zentrifuge (grof3)
Schuttler

Pipetten

Geltrocknungsrahmen

Plastikwaren fur die Zellkultur

Coverslides

Objekttrager / Chamber slides

Eppendorfgefalle
Entwicklungsfilme
Nitrocellulosemembranen

Filterpapier

Olympus BX61, analySIS Software
Axiovert S100, Zeiss

Miniprotean 3, Biorad

Roth

Heraues Instruments BB6220
Nuaire NU 437-300

Mettler Delta 320

H+P Labortechnik Varioclav 135
Curix 60, Agfa

MR7000 Dynatech

Douscan, Agfa

Biofuge fresco, Heraeus Instruments
Megafuge 1.0, Heraeus Instruments
Promax 1020, Heidolph

Eppendorf

OLS 2505786

BD Falcon & Sarstedt
Roth

Nunc

Safe-Lock Tubes

BioMax Light Film, Kodak
Biorad

Schleicher und Schnell
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3.2. Chemikalien und Antikérper

Die ausgefuhrten Reagenzien und Substanzen wurden von der angegebenen
Quelle kauflich bezogen:

Ammoniumsulfat (APS), Glycerol, Glycin, Calciumchlorid, Methanol,
Natronlauge, Ethanol von Merck. 2-Mercaptoethanol, Triton X-100, Ponceau-
Rot, Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Ethylenglycol-bis(beta-
aminotheyl)-N,N,N’,N’ Tetraessigsaure (EGTA), Na-Pyrophosphat, NasPOyu,
Wortmannin (Cat.No. 681675), SB203580 (Cat.No. 559389), LY303.511
(Cat.No. 440204), Pyr-RTKR-AMC Furinsubstrat (Cat. No. 344935) von
Calbiochem. NVP-AEWS541 von Novartis. Insulin-Like Growth Factor-1
(Cat.No. 100-11) von Pepro Tech. LY294.002 (Cat.No. 270-410-M001) von
Alexis. MIP-1a, zyklische Peptide RGD (H-7630), RGE (H-3136), decanoyl-
RVKR-Chloromethylketon (dec-CMK; N-1505) von Bachem. Gelatine Type A
Porcine  Skin  (G2625), Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA),
Natriumorthovanadat, Bovines Serumalbumin (BSA) 7,5%, Lipopolysaccharid
(LPS), Ro32-0432 (R137) von Sigma. RPMI 1640, Penicillin/Streptomycin,
Fetales Kalberserum (FKS), Accutase von PAA. L-Glutamin von Biochrom.
Proteaseinhibitoren 7x Complete Mini von Boehringer. Natriumorthovanadat
NaszVO,, BCA-Assay Kit (23225) von Pierce, Acrylamid von Roth, BSA 7,5%.
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Antikorper
Antikérpername Spezies Art.Nr. Firma
Peroxidase-conjugated Donkey Anti- [711-035-152| Jackson Laboratories
AffiniPure Rabbit 1I9G Inc.
Peroxidase-conjugated Donkey Anti- [715-035-150| Jackson Laboratories
AffiniPure Mouse IgG Inc.
Vimentin Mouse mAB 1919 Immunotech
Actin (42kDa) Rabbit pAB A 2066 Sigma
Furin MON-152 Mouse mAB  |ALX-803-017 Alexis
Phospho-p44/42 MAPK Rabbit mAB #4370 Cell Signaling
(Erk1/2, Thr202/Tyr204)
Phospho-Akt (Serd73, Rabbit pAB #9271 Cell Signaling
60kDa)
Phospho-PKCa/pll Rabbit pAB #9375 Cell Signaling
(Thr638/641, 80/82kDa)
Phospho-p38 MAP-Kinase Rabbit pAB #9211 Cell Signaling
(Thr180/Tyr182, 40kDa)
p38 MAPK (40kDa) Rabbit pAB #9212 Cell Signaling
Phospho-Paxillin (Tyr118, Rabbit pAB #2541 Cell Signaling
68kDa)
Phospho-Tyr (PY20) Mouse mAB sc-508 |Santa Cruz Biotech. Inc
IGF-1Rp (C20) Rabbit pAB sc-713 Santa Cruz Biotech. Inc.
Integrin B3 (F-11) Mouse mAB sc-7311 [Santa Cruz Biotech. Inc.
Anti-Integrin av VNR139 Mouse mAB 407282 Calbiochem
(125kDa)
Anti-FAK (pTyr397, Rabbit pAB 341292 Calbiochem
125kDa)
Anti-Integrin av Rabbit pAB AB1830 Chemicon
Anti-Integrin avf3 LM609 Mouse mAB AB1976Z Chemicon
Anti-Insulin/IGF-1 Receptor| Rabbit pAB No.44-802 Biosource
(IRIGR1R, pTyr1158)
Sekundarantikorper FITC Rabbit pAB FI11000 Vector Lab.
Sek.-antikdrper Texas Red Rabbit pAB TI1000 Vector Lab.
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3.3. Zellkultur

Alle Zellkuturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer Nuaire
Zellkulturbank. Fur die Untersuchungen wurde die humane monozytare THP-
1 Zelllinie benutzt, welche von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) gekauft wurde. Die
Kultivierung erfolgte in einem Zellkulturinkubator bei 37°C und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit unter kontrollierter COz-Atmosphare (5%) in RPMI 1640
Nahrmedium erganzt mit 10% fetalem Kalberserum und 2mmol/L L-Glutamin.
Um einer moglichen bakteriellen Kontamination vorzubeugen, wurden dem
Kulturmedium 100U/mL Penicillin und 100ug/mL Streptomycin zugesetzt. Das
Kulturmedium wurde dreimal wochentlich erneuert und die Zellen nach 15
Passagen verworfen. Die Differenzierung zu Makrophagen konnte nach 48
Stunden durch Zugabe von 50nmol/L Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)
erreicht werden [51]. Mikroskopisch konnten die Zellarten unterschieden
werden, da THP-1 Zellen in Suspension vorliegen, Makrophagen jedoch
adharent sind. Nach der Differenzierung wurden die Zellen mit calcium- und
magnesiumhaltigem 1xPBS gewaschen und fur 24 Stunden in serumfreiem
RPMI 1640 Medium kultiviert, um PMA Effekte auszuschlieRen und die Zellen
zu synchronisieren.

Fur ,die Experimente® wurden die adharenten Zellen nach Spulen mit
calcium- und magnesiumfreiem 1xPBS durch 5-minutige Behandlung mit
2,5mL Accutase bei 37°C abgelost. Nach mikroskopischer Kontrolle wurde
die Reaktion der accutasehaltigen Zellsuspension mit 5mL 10% FKS
gestoppt, in einem 15mL Falconrohrchen aufgenommen und 10 Minuten bei
1.300U/min und 4°C zentrifugiert. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden 10uL Zellsuspension in 190uL Trypan-
Blau verdinnt und davon nach 10 Minuten 10uL in die Zahlkammer gegeben,
vier Gesichtsfelder wurden ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Vitale
Zellen nehmen kein Trypan-Blau auf, gefarbte Zellen wurden nicht gezanhlt.
Der Mittelwert multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor 20 und 10* ergab die
Zellzahl. Nach Bestimmung der Zellzahl und Verdinnung im Medium konnten

die Zellen erneut ausgesetzt werden und adharierten nach ca. 30 Minuten.
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In pharmakologischen Inhibitionsversuchen wurden die Zellen mit dem
spezifischen Furininhibitor dec-CMK (50umol/L) fur 12 Stunden oder mit
anderen Inhibitoren fur 30 Minuten vorinkubiert und dann in Experimenten in

Anwesenheit des Inhibitors benutzt.

3.4. Proteinextraktion und Proteinbestimmung

Fur die Untersuchung von Zellproteinen in Western Blot-Experimenten
wurden die Zellen zunachst lysiert, die Proteine isoliert und deren
Konzentration bestimmt.

Dazu wurden die Zellen nach Spulung mit calcium- und magnesiumhaltigem
1xPBS in 1,5 mL 1xPBS mit Zellschabern abgekratzt, die Zelllésung in 2 mL
Eppendorf-Pipetten aufgenommen und bei 2.000U/min, 4°C flunf Minuten
zentrifugiert. Die Zelllyse des Peletts wurde durch 30-minitige Zugabe von
Proteinextraktionspuffer auf Eis erreicht. Die Uberstande wurden nach 10
Minuten Zentrifugation bei 13.000U/min und 4°C in Eppendorf-Tubes
uberfuhrt. Um eine gleichmallige Beladung der Gele zu gewahrleisten,
wurden die Proteinkonzentrationen mittels BCA Protein Assay Kit bestimmt.
Das Prinzip des Kits basiert auf der Biuret Reaktion bei der Cu?* lonen durch
Proteine zu Cu'" reduziert werden. Das entstehende violette
Reaktionsprodukt wird photometrisch messbar quantifiziert. Hierzu wird eine
Standardkurve mit Hilfe einer BSA Verdunnungsreihe aufsteigender
Konzentrationen von 62,5 bis 1000ug/mL benutzt, um die Extinktionen der
Proben in Konzentrationswerte umrechnen zu kénnen. Die Proben wurden
1:10 auf ein Gesamtvolumen von 50uL mit destilliertem Wasser verdunnt und
im Doppelansatz je 20uL auf eine 96-well Platte aufgetragen. Die
Farbreaktion wurde durch Zugabe von 300uL Arbeitslosung (Assay Reagent
A und B im Verhaltnis 1:50) pro Well und 30-minutiger Inkubation bei 37°C

erzeugt und anschliel3end kolorimetrisch bei 562nm analysiert.

Zelllysepuffer
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20mmol/L Tris, pH 7.5, 150mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 1mmol/L EGTA,
1%  Triton X-100, 2.5mmol/L  Natrium Pyrophosphate, 1mmol/L
NaszVO,4 und Protease Inhibitoren (7x Complete Mini).

3.5. SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Die Proben wurden auf ein Gesamtvolumen von 50uL eingestellt. Dazu
wurden sie mit destilliertem Wasser auf eine Menge von 50ug verdinnt und
mit 5x Probenpuffer aufgefullt. Nach 5-minitigem Erhitzen im Heizblock auf
95°C wurden die Proben wieder auf Eis abgekuhlt und mittels SDS-
Gelelektrophorese im Spannungsfeld (80mV) aufgetrennt. Nach Durchlaufen
des Sammelgels wurde die Spannung auf 110mV erhoht bis die Proteine
genugend weit im Trenngel aufgetrennt waren. Anschlielend erfolgte der
Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran. Hierzu wurde das Trenngel
vom Sammelgel getrennt und das Trenngel sowie die Bestandteile des
Transfersystems (Filterpapier, Schwammchen, Nitrozellulose) in 4°C kaltem
Transferpuffer aquilibriert. Die negativ geladenen Proteine laufen im Tankblot
in Richtung der Anode, d.h. die Anordnung wurde so gewahlt, dass die
Proteine vom Trenngel auf die Nitrozellulosemembran gelangen konnten. Der
Transfer erfolgte unter Eiskdhlung bei 100mV fur eine Stunde auf einem
Magnetrihrer. Die Nitrozellulosemembran wurde mit Ponceau-Rot gefarbt,
um die Qualitdt des Transfers und der Proteinbeladung zu prufen und
anschliefend in 5% Magermilch in TBST-Puffer fur eine Stunde inkubiert, um
die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurde die
Membran kurz mit TBST-Puffer gewaschen und hiernach mit dem
Primarantikorper iber Nacht auf einem horizontalen Schuttler inkubiert.

Nach dreimaligem viertelstindigen Waschen mit TBST-Losung wurde der
Peroxidase-konjugierte Sekundarantikorper zugegeben und bei
Raumtemperatur  zwei  Stunden inkubiert. Dabei  wurde der
Sekundarantikorper nach der Spezies des Primarantikdrpers (Maus oder
Kaninchen) ausgesucht. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit TBST
(dreimal 10 Minuten). Zum Entwickeln wurde die Nitrozellulose mit

Detektionslosung von Amersham (angesetzt entsprechend
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Herstellerempfehlung) inkubiert und in der Dunkelkammer der Rontgenfilm

aufgelegt und entwickelt.

Trenngelpuffer (1,5 mol/L pH 8,8)
181,719 Tris Base auf 1L destilliertes H20

Sammelgelpuffer (1 mol/L pH 6,8)
121,149 Tris Base auf 1L destilliertes H20

Trenngel 8% (2 Gele)
9,3mL destilliertes H,0 + 5,3mL 30% Acrylamid + 5mL Trenngelpuffer +
200uL 10% SDS-Lésung + 12ul TEMED + 200uL 10% APS

Sammelgel 5% (2 Gele)
5,5mL destilliertes H,0 + 1,3mL 30% Acrylamid + 1mL Sammelgelpuffer +
80uL 10% SDS-L6sung + 8ul TEMED + 80ul 10% APS

Transferpuffer (5fach)
1449 Glycin + 30,3g Tris Base auf 2L destilliertes H,0

vor dem Gebrauch
400mL 5fach Puffer + 400mL Methanol auf 2L destilliertes H»0

Elektrodenpuffer (5fach)
30,2g Tris Base (25 mmol/L) + 188g Glycin (250 mmol/L) + 100 mL 10% SDS
auf 2L destilliertes H-0

Arbeitslésung 1fach

Proteinladepuffer nach Laemmli (5fach)
1mol/L Tris-HCI (pH 6,8) 30mL + SDS 10g + Glycerol 50mL + f-
Mercaptoethanol 20mL + Bromphenolblau 250mg
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TBS-Puffer (5fach, pH 7,6)
24,29 Tris Base + 80g NaCl auf 2L destilliertes H»0
nach Verdunnen: 2mL/L 1:2 verdunntes Tween 20 zufligen (=1x TBST)

0,1% Ponceau Lésung
0,5g Ponceau S in 500 ml 5% CH;COOH

3.6. Gelatinezymographie

Hierzu wurde eine definierte Zellzahl von 4x10° Zellen ausgesetzt und diese
mit bzw. ohne IGF-1 (50 und 100ng/mL) fur 24 Stunden stimuliert.
AnschlieRend wurde 1mL der Uberstande bei 2.000U/min fir 10 Minuten
zentrifugiert, um den Zelldebris zu entfernen. Den Elektrophoresegelen wurde
1,0% Gelatine zugesetzt. Als Positivkontrolle liefen Uberstande der HT1080
Zellreihe mit, in denen sich MMP-2 und MMP-9 findet. Die Elektrophorese
wurde nach Durchlaufen der Sammelgele von 80mV auf 110mV eingestellt,
die Laufzeit betrug dabei ca. 2-3 Stunden. AnschlieRend wurden die Gele in
2,5%iger Triton-X 100 Ldésung erst fur 30 Minuten, dann nochmals fur 15
Minuten gewaschen, um SDS aus den Gelen zu entfernen.

Da die inaktiven Vorstufen der MMPs keine Enzymaktivitat besitzen, man
diese jedoch auch detektieren mochte, wurden die Gele mit Developing
Puffer, der die Pro-Enzyme chemisch aktiviert und es ihnen ermdglicht die
Gelatine zu spalten, Uber Nacht inkubiert. AbschlieRend wurden die Gele in
Coomassielosung fur zwei Stunden bei Raumtemperatur blau angefarbt und
in Entfarberlosung fur eine Stunde inkubiert, um den Kontrast
herauszustellen. Gespaltene Gelatine farbt sich nicht an, sind MMP-
Aktivitaten in den Uberstanden der Zellen vorhanden, hinterlassen diese
weille Aussparungen im blauen Gel. Zur Lagerung wurden die Gele in

Rahmen zwischen Klarsichtfolien getrocknet.
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Gele 10% 1mm dick (2 Gele)

7mL destilliertes H,O + 1mL 2% Gelatine (Sigma G2625) + 6,6mL 30%
Acrylamid + 5mL Trenngelpuffer + 200uL 10% SDS + 8uL TEMED + 200uL
10% APS

Sammelgele siehe Western Blot (5%)
Ladepuffer Novex Invitrogen LC2676: Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2x)
1:2 verdiinnen (z.B. 20uL Puffer + 20uL Uberstand)

Developingbuffer (10fach)
12,1g Tris-base + 63,0g Tris-HCI + 117g NaCl + 7,4g CaCl;, + 0,2% Brij35 auf
1L destilliertes H,O .

Coomassiefarbung (Brillant Blue G, B-0770, Sigma)

2,5g Coomassie + 150ml Methanol, dann 50ml Essigsaure zugeben

Coomassieentfarber
500mL Methanol + 100mL Essigsaure auf 1L destilliertes H,O

Einpackpuffer
200mL Ethanol + 100mL Glycerin auf 1L destilliertes H,O

3.7. Immunfluoreszenz

Fur die Immunfluoreszenzfarbungen wurden 8-well Kammern Gber Nacht bei
4°C mit 0,2%iger Gelatine beschichtet, diese anschlielfend mit 1xPBS gespult
und 30.000 THP-1/Makrophagen ausgesetzt. Nach zweistindiger Adhasion
der Zellen wurden sie mit 4% gepuffertem Methanol bei -20°C fur 20 Minuten
fixiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit den
Primarantikorpern erfolgte Uber Nacht bei 4°C in 1:100 Verdinnung mit AB-
Diluent. Hiernach wurde der Objekttrager dreimal je 5 Minuten mit
1xPBS/0.01% Triton-X gewaschen und dann mit Fluorescein Isothiocyanat

(FITC)- oder Texas Red-konjugierten Sekundarantikorper fur eine Stunde
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inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit 1xPBS/0.01% Triton-X
wurde das Praparat mit Mountingmedium (Vectorshield) verschlossen. Um die
Antikorperspezifitdat zu kontrollieren, wurde in einer Kammer jeweils der
Primarantikorper weggelassen. Die Objekttrager wurden mit Hilfe der
analySIS Software unter dem Mikroskop ausgewertet.

AB-Diluent

10% Ziegenserum in 1xPBS + 0.3% Triton-X

3.8. Checkerbox und Migrationsassay

Fur die Migrationsassays wurden Filter einer Porengrof3e von 8um auf einer
24-well Platte Uber Nacht bei 4°C mit Vitronektin (10ug/mL) beschichtet und
anschlie3end eine Stunde mit 1% bovinem Serumalbumin bei 37°C geblockt.
Pro Filter wurden 500.000 Zellen in serumfreiem Medium ausgesetzt. Nach
dreistundiger Migrationszeit bei 37°C und 5% CO, wurden die Filter mit
kaltem calcium- und magnesiumhaltigen 1xPBS gespult, mit Q-tips innen
geputzt und anschlieRend in 100% Methanol bei -20°C fur 30 Minuten fixiert.
Zur Auswertung wurden die Filter/Zellen mit filtrierter Hamalaunldsung gefarbt
und je drei Gesichtsfelder pro Filter unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die
Experimente wurden stets im Doppelansatz (zwei Filter) durchgefuhrt und

insgesamt mindestens dreimal wiederholt.

3.9. Furin Aktivitatsassay

Fir die Bestimmung der Enzymaktivitat von Furin wird ein Furinsubstrat (Pyr-
RTKR-AMC) benutzt, an welches ein Fluoreszenzfarbstoff (AMC) gebunden
ist. Spaltet Furin dieses Substrat, wird der Farbstoff freigesetzt und kann im
Spektrometer bei einer Anregung von 320nm und einer Emission von 430nm
gemessen werden. Je grolier die Aktivitat von Furin, desto mehr Substrat wird
gespalten und desto mehr Farbstoff wird frei und kann gemessen werden.

Fir die Versuche wurden die THP-1 Monozyten bzw. Makrophagen abgeldst,

zentrifugiert und zweimal mit 1xPBS gewaschen. Zum Lysieren der Zellen
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wurden diese dreimal bei -80°C fur einige Minuten eingefroren und bei 37°C
aufgetaut und hiernach 15 Sekunden im Ultraschallbad lysiert. Die Zelllysate
wurden bei 4°C und 14.000rpm fur 30 Sekunden zentrifugiert und das Pellet
in 1xPBS gelost. Das Zelllysats (10uL) wurde zusammen mit SulL des
Furinsubstrates und 35ulL Reaktionspuffer inkubiert und kontinuierlich im
Fluostar Spektrometer (Anregung 320nm, Emission 430nm) Uber eine Stunde
gemessen. Als Datenpunkt wurden die fluoreszierenden Units an gespaltetem
Furinsubstrat, welche die Enzymaktivitat Furins widerspiegelt, nach 10
Minuten benutzt. Die Furin-Aktivitat in THP-1 Monozyten wurde dabei 100%
gesetzt und mit der Aktivitat der THP-1/Makrophagen verglichen.

Reaktionspuffer
25mmol/L MES Puffer + 25mmol/L Tris-Base + 2,5mmol/L CaCl, (ph 7,4)

3.10. MIP-1a und TNF-a ELISA

Fir die Bestimmung der Zytokinsekretion der Zellen wurden das ELISA Single
Analyte Assay Kit fur TNF-a und MIP-1a von Biomol benutzt. Dafur wurden
die Uberstdnde der unbehandelten bzw. mit IGF-1 (50ng/mL) oder
Lipopolysaccharid (LPS, 10ug/mL) behandelten Zellen fur 10 Minuten bei
1000g und 4°C zentrifugiert und anschlie®end mit Sample Dilution Puffer 1:1
verdunnt. Mit Hilfe des Standardantigens und des Dilution Puffers wurde eine
Standardkonzentrationsreine von 0 bis 2000pg/mL hergestellt. 50uL je
Proben bzw. Standard wurden mit 50uL Assay Puffer fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur auf der ELISA-Platte inkubiert. Danach erfolgte ein
dreimaliger Waschschritt mit Hilfe des Waschpuffers. Im Anschluss wurde die
Platte mit je 100uL Detektionsantikorper (1:20 verdunnt) fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und hiernach erfolgte erneut ein dreimaliger
Waschschritt mit Waschpuffer. Der Sekundarantikorper Avidin-HRP wurde in
einer Verdunnung von 1:1000 fuar 30 Minuten bei Raumtemperatur in
Dunkelheit zugegeben, bevor erneut dreimal gewaschen wurde. Nach 15-

minutiger Inkubation mit Developmentlosung wurde die Reaktion mit Stop-



27

Solution beendet und bei 450nm im Photometer die Absorbtion bestimmt. Mit
Hilfe der Standardreihe lielen sich die Zytokinkonzentrationen in ng/mL

bestimmen.

3.11. Datenanalyse

Alle Experimente wurden mindestens in Triplikaten und in mindestens drei
verschiedenen Experimenten durchgefuhrt. Die semiquantitative
Densitometrie der Western Blots wurde mit dem National Institute of Health
(NIH) Programm Imaged 1.62 durchgefuhrt und ist in arbitraren Einheiten
(A.U.; arbitrary units) dargestellt. Die Daten sind als Mittelwerte +/-
Standardabweichung (SD) angegeben. Der Vergleich zwischen den
Werten/Gruppen wurden mit one-way ANOVA und dem Student t-Test
durchgefuhrt, statistische Signifikanz bestand bei p<0.05. Balkendiagramme

wurden mit dem Programm Sigma Plot erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Die Regulation des IGF-1 Rezeptors, av Integrin und Furin wahrend

der Monozyten — Makrophagendifferenzierung

Zu Untersuchungen der Bedeutung von IGF-1 auf Makrophagenfunktionen
wurde die humane monozytare THP-1 Zelllinie benutzt. Vorteile des
Gebrauchs dieser Zelllinie gegenuber humanen Monozyten sind die einfache
Kultivierung, die dauerhafte Verfugbarkeit durch rasches Wachstum der
Zellen sowie die Reinheit der Kultur. Die Differenzierung zu THP-
1/Makrophagen wurde durch Inkubation der monozytaren Zellen mit 50nmol/L
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) uber 48 Stunden erreicht [51]. Um
mogliche Einflisse von PMA auf den Versuch auszuschlielen, wurde nach
48-stundiger Differenzierung PMA entfernt, die Zellen mit 1xPBS gewaschen
und dann fur weitere 24 Stunden in frischem PMA-freien Wachstumsmedium
kultiviert. Studien, die verschiedene monozytare Zelllinien hinsichtlich ihrer
Ahnlichkeit in Funktion und Aktivitit gegeniiber humanen Makrophagen
verglichen, zeigten, dass sich THP-1/Makrophagen jenen am a&ahnlichsten
verhalten [52]. Zusatzlich ist die Variabilitat in den Experimenten sehr gering,
da diese Differenzierung - anders als bei Nativmonozyten - einfach und stabil
verlauft. THP-1 Monozyten liegen in Suspension vor, wahrend THP-
1/Makrophagen an den Zellkulturschalen adharieren, sie weisen einen
ausgepragten Golgi-Apparat, ein raues endoplasmatisches Retikulum sowie
freie Ribosomen und Mikrovilli auf [52].

Der Differenzierungsprozess von THP-1 Monozyten zu Makrophagen wurde
daher im Phasenkontrastmikroskop durch ihre typische Zellmorpholgie sowie
mittels Western Blot durch die Expression des Makrophagenmarkerproteins
Vimentin Uberwacht (Abbildung 2 A und C). Wahrend sich in THP-1
Monozyten kein Vimentin findet, ist dieses in THP-1/Makrophagen stark
exprimiert. Die Regulation des IGF-1 Rezeptors, seiner aktivierenden
Convertase Furin und oav Integrin wahrend der Monozyten —
Makrophagendifferenzierung wurde in Western Blots sowie mittels

Bestimmung der enzymatischen Aktivitat untersucht. Abbildung 2B zeigt, dass
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es wahrend der Differenzierung zu Makrophagen zu einem 2,5fachen Anstieg
der Enzymaktivitat Furins kommt. Western Blot Untersuchungen zeigten
daruber hinaus, dass die Differenzierung zu THP-1/Makrophagen von einem
Anstieg der IGF-1 Rezeptorexpression und von einer av Integrininduktion
begleitet ist (Abb. 2C).



30

A B
% 300 * p<0.05
g 250 -
<
4
X 200 -
o
2 150
>
2 100 °
B
£ 50
E
THP-1  THP-1/®
D
THP-1  THP/¢ % 200 | IGF-1RB
kDa p<0.05
57= s | vimentin | !
= | L
130~ L' s | v -§1°° | [
. L/ g
c E
100 [ S IGF-1Rp 8
43-}—‘ actin THP-1  THP-1/®

Abbildung 2. Die Differenzierung von THP-1 Monozyten zu THP-
1/Makrophagen wurde mit Hilfe von 50 nmol/L PMA Stimulation fur 48
Stunden  erreicht. (A) zeigt die typische Zellmorphologie im
Phasenkontrastmikroskop, wahrend die runden THP-1 Monozyten (-PMA) in
Suspension vorliegen, adharieren die THP-1/Makrophagen (+PMA). (B) THP-
1/Makrophagen sind durch einen 2,5fachen Anstieg der Enzymaktivitat von
Furin gekennzeichnet. (C) zeigt exemplarisch die Induktion von Vimentin und
av Integrin sowie die Expressionssteigerung des IGF-1 Rezeptors wahrend
der Differenzierung zu THP-1/Makrophagen (THP/®). (D) Densitometrie des
Western Blot fur IGF-1Rp aus (C). n=3
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4.2 Die IGF-1 induzierte Migration von THP-1/Makrophagen wird durch

Integrine vermittelt

Eine wichtige Funktion von Chemokinen und Wachstumsfaktoren ist deren
chemotaktische Wirkung auf Entzindungszellen.

Wir untersuchten daher zunachst die mogliche chemotaktische Wirkung von
IGF-1 auf THP-1/Makrophagen in ,Checkerbox-Experimenten®. Dazu wurden
THP-1 Monozyten mittels 48-stundiger PMA-Behandlung (50 nmol/L) zu THP-
1/Makrophagen differenziert, diese 24 Stunden serumfrei synchronisiert und
anschlieBend 500.000 Zellen auf Vitronektin-beschichtete Filter (10ug/mL)
einer PorengrofRe von 8um ausgesetzt. Die eingehangenen Filter bilden auf
einer 24-well Platte ein Zweikammersystem, in welchem sich die Zellen in der
oberen Kammer befinden und fur drei Stunden in die freie untere Kammer
migrieren sollen.

Die Herstellung eines Konzentrationsgradienten von IGF-1 (50ng/mL, untere
Kammer) ermdglicht die Untersuchung der chemotaktischen Wirkung auf die
THP-1/Makrophagen, wahrend die direkte Stimulation der Zellen mit IGF-1
(50ng/mL, obere Kammer) die ungerichtete chemokinetische Zellbewegung
testet. Als Kontrolle wurde einerseits serumfreies Medium in beiden Kammern
verwendet, andererseits die IGF-1 (50ng/mL) Zugabe in beiden Kammern
getestet. Am Ende der Migrationsdauer wurden die Zellen, welche auf die
Unterseite des Filters migriert sind, mit filtrierter Hamalaunldsung angefarbt
und lichtmikroskopisch in je drei Gesichtsfeldern pro Filter gezahlt.

Die Ergebnisse zeigen (Tabelle 1), dass durch Erzeugen eines
chemotaktischen Gradienten (IGF-1 50ng/mL nur in der unteren Kammer)
eine signifikante Migration (ca. zweifach gesteigert) von THP-1/Makrophagen
induziert wird. Weder die direkte Stimulation mit IGF-1 (obere Kammer) noch
das Vorhandensein von IGF-1 in beiden Kammern hatte einen Einfluss auf die

Migration der Zellen.
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IGF-1 wirkt chemotaktisch auf THP-1/Makrophagen

Obere Kammer Untere Kammer Zellen/HPF
- - 24 +4

- IGF-1 56 + 10*
IGF-1 - 21+6
IGF-1 IGF-1 25+8

Tabelle 1: Gezeigt wird die Steigerung der Migration durch IGF-1 (50ng/mL)
in Checkerbox-Experimenten durch einen Konzentrationsgradienten (IGF-1 in
der unteren Kammer). Zellen sind im oberen Kompartiment ausgesetzt, IGF-1
(50ng/mL) wurde in keine (unstimulierte Kontrolle), die untere, die obere oder
in beide Kammern gegeben. Dauer der Migration drei Stunden. (Mittelwert +/-

SD, * p<0.05 vs. unstimulierte Kontrolle, n=3 unabhangige Experimente)
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Somit zeigen diese Versuche, dass IGF-1 chemotaktisch auf THP-
1/Makrophagen wirkt.

Da Zellmotilitat entscheidend von Integrinen und / oder MMPs gesteuert wird,
wurde in weiteren Versuchen deren Bedeutung fur die IGF-1 induzierte
Migration von THP-1/Makrophagen detaillierter untersucht.

Hierzu wurden mit PMA (50nmol/L, 48 Stunden) differenzierte THP-
1/Makrophagen nach Synchronisation in serumfreiem Medium auf Vitronektin-
gecoatete Filter (10ug/mL) ausgesetzt und ein IGF-1 Konzentrationsgradient
hergestellt (IGF-1 untere Kammer, 50ng/mL). Nach dreistindiger Migration
steigerte IGF-1 (50ng/mL) signifikant die Migration von THP-1/Makrophagen
(Abb. 3; *p<0.05 vs. unbehandelte Kontrollen). Zur Untersuchung der
Bedeutung von avp3-Integrinen wurde deren Ligandenbindung durch
Vorinkubation mit zyklischen Integrin-blockierenden Sequenzpeptiden (RGD-
Peptide, Arg-Gly-Asp) und Integrin-blockierende Antikorpern (avp3-Integrin
blockierender Antikorper LM609 und p3-Integrin blockierender Antikorper
F11) gehemmt. Die Aktivitat von MMPs wurden mit dem spezifischen
pharmakologischen Hydroxymat Breitspektrum MMP Inhibitor GM6001
gehemmt.

Sowohl die Vorinkubation mit zyklischen Integrin-blockierenden RGD-
Peptiden (100nmol/L), als auch von av@3-Integrin blockierenden Antikorper
LM609 (25ug/mL) oder Integrin B3 blockierenden Antikorper F11 (25ug/mL)
hemmte die IGF-1 vermittelte Migration von THP-1/Makrophagen signifikant
(#p<0.05 vs. IGF-1). Im Gegensatz dazu zeigte der Breitspektrum MMP-
Inhibitor GM6001 (25ug/mL) keinen Einfluss auf die IGF-1 vermittelte
Makrophagenchemotaxis. Ebenso konntem Kontroll-RGE-Peptide (Arg-Gly-
Glu 100nmol/L) als auch nicht-immune IgGs (25ug/mL) die IGF-1 induzierte
Migration nicht hemmen.

Dies weist darauf hin, dass avp3 Integrin ein wichtiger Mediator der IGF-1
vermittelten Migration in THP-1/Makrophagen ist, wohingegen MMPs nicht

essentiell erscheinen.
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Abbildung 3. Einfluss von Integrinen und MMPs auf die IGF-1 induzierte
Migration von THP-1/Makrophagen. Die IGF-1 induzierte Migration von THP-
1/Makrophagen durch Vitronektin-beschichtete Filter (10ug/mL) wurde durch
zyklische RGD Peptide (100nmol/L), den avf3-blockierenden Antikorper
LM609 (25ug/mL) oder durch den Integrin $3-blockierenden Antikorper F11
(25ug/mL) signifikant gehemmt. Die Kontrollpeptide RGE (100nmol/L), nicht-
immune Immunglobuline (IgG, 25ug/mL) und auch der MMP-Inhibitor
GM6001 (GM, 25ug/mL) hatten keinen Einfluss auf die IGF-1 vermittelte
Migration. (*p<0.05 vs. Kontrolle (co.), #p<0.05 vs. IGF-1) n=3
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4.3. Expression und Regulation von Integrinen und Matrix

Metalloproteinasen und TIMPs in THP-1/Makrophagen

Um die Regulation von Integrinen und / oder MMPs wahrend der IGF-1
vermittelten Migration von THP-1/Makrophagen weiter zu differenzieren,
wurden Western Blot Experimente, Gelatinezymographien sowie
Immunfluoreszenzfarbungen mit PMA-differenzierten (50nmol/L, 48 Stunden)
THP-1/Makrophagen durchgefuhrt. THP-1/Makrophagen sowie humane
native Makrophagen besitzen typischerweise signifikante Mengen von avf3
Integrin sowie MMP-9 und membrangebundenes MT1-MMP, exprimieren
jedoch nur gering MMP-2 [28; 39].

Western Blot Experimente zeigen, dass die 24-stlindige Stimulation der THP-
1/Makrophagen mit IGF-1 (50ng/mL) keinen Einfluss auf die Expression und
Aktivierung von MMP-9 und MT1-MMP hat, auch das Gesamtprotein ihrer
physiologischen Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 in THP-1/Makrophagen blieb
unbeeinflusst (Abb. 4A). In Gelatinasezymographien hatte weder eine
Stimulation der Zellen mit 50ng/mL noch mit einer Konzentration von
100ng/mL IGF-1 (24 Stunden) einen Einfluss auf den Aktivierungsstatus von
MMP-2, oder -9 (Abb. 4B). Da die Proprotein Convertase Furin sowhl fur die
endoproteolytische Aktivierung des Pro-IGF-1R (siehe unten), als auch fur die
von av verantwortlich ist [28; 39], wurde auch deren Expression nach IGF-1
Stimulation in Western Blot Experimenten untersucht. IGR-1 (50ng/mL, 24
Stunden) hat weder auf die Menge an Gesamtprotein von Furin noch auf av-
Integrin Einfluss (Abb. 4C).
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Abbildung 4. Exemplarische Darstellung von Western Blot- und
Zymographieexperomente zur Regulation von Integrinen, MMPs und Furin
nach IGF-1 Stimulatin. (A) Stimulation der THP-1/Makrophagen mit IGF-1
(50ng/mL, 24h) beeinflusst weder das Gesamtprotein von MMP-9 und MT1-
MMP noch die physiologischen MMP-Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2. (B)
Gelatinezymographien zeigen, dass IGF-1 (50 oder 100ng/mL; 24h) die
Aktivitadt von MMP-9 und MMP-2 nicht beeinflusst (Uberstande von HT1080
Zellen wurden als Standard benutzt = HT). (C) IGF-1 beeinflusst weder das

Gesamtprotein von av Integrin noch das von Furin. n=3
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In weiteren Experimenten wurde daher die Wirkung der IGF-1 Stimulation auf
das spreading (Zellmorphologie) und die Anordnung des Zytoskeletts sowie
die damit einhergehende Neuordung der Integrinexpression und die
Phosphorylierung Integrin-assoziierter Adapterproteine untersucht.

Hierzu wurden THP-1 Monozyten mittels PMA (50nmol/L, 48 Stunden) zu
THP-1/Makrophagen differenziert und diese auf 8-well Vitronektin-
beschichteten (10ug/mL) Kammern ausgesetzt und mit IGF-1 (50ng/mL, 30
Minuten) stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Hilfe spezifischer
gegen oavp3-Integrin, Phospho-Paxillin und Vimentin gerichteter Antikorper
immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht.

In Folge der Behandlung mit IGF-1 zeigte sich in der
Immunfluoreszenzfarbung ein vermehrtes spreading der Zellen mit
Neuordnung von avp3 Integrin zu focal adhesion sites (fokale
Adhasionsregionen) an Lamellipoden. Diese Anderung der Zellmorphologie
und Neuanordnung von avf3 Integrin ist begleitet von einer Phosphorylierung

118)

des Integrinadapterproteins Paxillin (Tyr ®) an den focal adhesion sites (Abb.

5).
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(p)paxillin _vimentin

Abbildung 5. Immunfluoreszenzfarbungen zeigen, dass IGF-1 (50ng/mL)
vermehrtes Zellspreading sowie eine Umordnung von avf3 Integrin zu
fokalen Adhasionskomplexen initiiert (obere Reihe links zeigt die Verteilung
von avfB3 Integrin unstimulierter Makrophagen, untere Reihe links zeigt die
Umordnung zu fokalen Adhasionen (Pfeile)). Begleitend findet sich eine
gesteigerte Phosphorylierung des Adapterproteins Paxillin an den focal
adhesion sites (Pfeile mittleres Bild untere Reihe, mittleres Bild obere Reihe
zeigt unstimulierte Makrophagen, bei denen es nicht zur Phosphorylierung
von Paxillin kommt) In der rechten Abbildung ist die Expression von Vimentin
vor (oben) und nach (unten) IGF-1 Stimulation (50ng/mL) dargestellt.
Messbalken=50um. n=3
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4.4 Bedeutung von Furin auf die Aktivierung des IGF-1 Rezeptors

Unm die Bedeutung des IGF-1IR und  davon  abhangiger
Signaltransduktionswege bei der IGF-1 abhaningen Integrinaktivierung sowie
bei der gesteigerten Migration von THP-1/Makrophagen weiter zu
untersuchen, analysierten wir zunachst die Funktion der Pro-IGF-1R Spaltung
durch Furin Convertase. Der IGF-1R ist ein heterotetrameres Protein,
bestehend aus zwei a und zwei 3 Untereinheiten. Die Proprotein Convertase
Furin, welche sich vornehmlich am trans-Golgi Netzwerk (TGN) befindet, ist
an der posttranslationalen Modifizierung dieses Rezeptors beteiligt. Sie
spaltet dessen Pro-Form an der dibasischen
Aminosaurensequenz RKRR™*° (Arg-Lys-Arg-Arg) endoproteolytisch. Dieser
Prozess mundet in der Generierung zweier o und  Rezeptoruntereinheiten,
die durch Disulfidbricken verbunden sind und zur Zellmembran transloziert
werden [53; 54]. Somit hemmt die Inhibition der IGF-1R Prozessierung durch
Inhibtion von Furin die Aktivierung des IGF-1R. Um diesen Prozess zu
untersuchen, wurden THP-1/Makrophagen mit dem spezifischen Furin
Convertaseinhibitor decanoyl-RVKR-chloromethylketone (dec-CMK,
50umol/L, 12 Stunden) [55] vorinkubiert und die Proteine hiernach mittels
Western Blot auf Spaltung/Aktivierung des IGF-1R mit einem gegen die f-
Untereinheit des IGF-1R  gerichteten  AntikOrpers  untersucht. Auf
reduzierenden SDS-Gelen, d.h. mit Zugabe von B-Mercaptoethanol, sind die
Disulphidbricken, welche a- und p-Untereinheiten des IGF-1R verbinden,
getrennt. Somit durfte ein gegen die p-Untereinheit des IGF-1R gerichteter
Antikdrper auch nur diese erkennen, wohingegen die Inhibition von Furin und
damit Inhibition der Pro-IGF-1R Prozessierung die hochmolekulare Pro-Form
des Rezeptors durch den gegen die B-Untereinheit gerichteten Antikdrper
detektiert.

Wir konnten zeigen, dass Furininhibition durch dec-CMK zu einer
signifikanten Inhibition der pro-IGF-1R Aktivierung fuhrt. Diese Inhibierung
ging mit einer Zunahme der Proform des IGF-1R und einer Abnahme der
prozessierten  fB-Untereinheit  einher. Die frihe  Proform  des

endoplasmatischen Retikulum (ER) blieb unbeeinflusst (Abb. 6 A). Dies zeigt,
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dass die posttranslationale Modifikation des Pro-IGF-1R in  THP-
1/Makrophagen im frans-Golgi Netzwerk stattfindet und von Furin abhangig
ist.

Der IGF-1R ist bei Aktivierung - ahnlich dem Insulinrezeptor - durch eine
Autophosphorylierung von Tyrosin gekennzeichnet. Um die IGF-1R
Aktivierung also auf weiterem Wege zu untersuchen, wurde ein spezifischer
IGF-1R Tyrosinkinaseinhibitor (NVP-AEW541) verwendet. Im Gegensatz zur
Furininhibition mit dec-CMK, beeinflusste der Rezeptor
Tyronsinkinaseinhibitor NVP-AEW541 weder den Status der Pro-IGF-1R
Aktivierung noch die Proteinmenge seiner resultierenden p-Untereinheit (Abb.
6 A und B). Jedoch zeigen wir, dass sowohl die Inhibition der Pro-
Rezeptoraktivierung durch Furinhemmung, als auch die Hemmung der
Tyrosinkinase-Aktivitat durch NVP-AEW541 zu einer signifikanten Minderung
der Phosphorylierung der f-Untereinheit des IGF-1R an Tyrosin fuhrt. Dazu
wurden die IGF-1Rf Blots mit einem Phospho-Tyrosin Antikorper erneut
geblottet, bei Rezeptoraktivierung kommt es zur Phosphorylierung von
Tyrosin auf gleicher Bandenhohe. Beide Mechanismen der IGF1-R
Aktivierung fuhren zu einer Inhibition des IGF-1R-abhangigen signaling und
eignen sich damit zur weiteren Untersuchung IGF-1/IGF-1R vermittelter
Zellfunktionen (Abb. 6B).
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Abbildung 6. Exemplarische Western Blots zeigen den Einfluss der
Hemmung von Furin und Hemmung der Rezeptortyrosinkinase auf die IGF-
1R Aktivierung. (A) THP-1/Makrophagen wurden mit dem Furininhibitor dec-
CMK (CMK; 50umol/L; 12h) bzw. dem IGF-1R Tyrosinkinaseinhibitor NVP-
AEWS541 (AEW; 10umol/L; 30min) inkubiert und die Proteine mit einem
Antikorper gegen den IGF-1R (C-terminal, p-Untereinheit) geblottet.
Furininhibition verhindert die Generierung der IGF-1R p-Untereinheit,
einhergehend mit einem Anstieg seiner trans-Golgi Netzwerk Pro-Form (TGN)
auf reduzierenden SDS-Gelen (ER=endoplasmatisches Retikulum). (B) THP-
1/Makrophagen wurden mit dec-CMK (CMK, 50umol/L; 12h) oder NVP-
AEW541 (AEW, 10umol/L, 30min) vorinkubiert, die Zellen wurden dann mit
IGF-1  (50ng/mL; 30min) stimuliert. Dec-CMK verhinderte die IGF-1
Rezeptoraktivierung, wodurch es zu einer Minderung der aktiven IGF-1R (-
Untereinheit kommt, welche von einer signifikant geminderten IGF-1R
Tyrosinphosphorylierung  begleitet  ist. Der IGF-1R  spezifische
Tyrosininaseinhibitor NVP-AEW541 beeinflusste das Pro-Rezeptorprozessing
nicht, hemmte jedoch auch signifikant die Tyrosinphosphorylierung des IGF-
1R. n=3
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4.5 IGF-1 Rezeptorsignaling aktiviert PI-3 Kinase, PKC- und p38 MAP-

Kinase Signaltransduktionswege

Essentielle Zellfunktionen wie Differenzierung, Wachstum und Apoptose
sowie Motilitat und Sekretion von Zytokinen sind von Anderungen im
Phosphorylierungsstatus intrazellularer second-messenger Proteine und
konsekutiver Signalmolekile gekennzeichnet. Zu den wichtigsten dieser
Signaltransduktionswege zahlen in Makrophagen die Phosphatidylinsolitol-3
Kinase (PI-3 Kinase), Proteinkinase C (PKC) und die Gruppe der Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen).

Um die Signaltransduktionswege, die sich an die IGF-1R Aktivierung
anschlieen, zu identifizieren, wurden pharmakologische Inhibitoren sowie
phosphospezifische Antikorper dieser Signalkaskaden benutzt.

Dazu wurden THP-1 Monozyten mit PMA (50nmol/L, 48 Stunden) zu THP-
1/Makrophagen differenziert und mit serumfreiem Medium fur 24 Stunden
synchronisiert. Anschliefend wurden die Zellen mit pharmakologischen
Inhibitoren des IGF-1 Rezeptors bzw. der Transduktionswege fur 30 Minuten
vorinkubiert und danach mit IGF-1 (50ng/mL) fur 10 Minuten stimuliert. Die
Proteine wurden hiernach mittels Western Blot untersucht.

Die Stimulation von THP-1/Makrophagen mit IGF-1 (50ng/mL, 10min)
induziert eine starke Phosphorylierung des Phosphatidylinositol-3 Kinase
Proteins Akt (Ser473) sowie der Proteinkinase C (PKC o/pll an Thr638/641) und
der p38 MAP-Kinase (Thr'®/Tyr'®?). Andere Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
wie MEK/ERK wurden nur schwach aktiviert (Abb. 7A, B und Daten nicht
gezeigt).

Die Inhibition der IGF-1R Aktivierung durch Furininhibition mittels dec-CMK
bzw. Tyrosinkinaseinhibition durch NVP-AEW541 konnte die IGF-1 induzierte
Akt Phosphorylierung deutlich reduzieren. Die Inhibition der Phoshorylierung
und damit der Aktivierung des PI-3 Kinase Signalwegs war vergleichbar mit
der Hemmung der PI-3 Kinase durch den spezifischen Inhibitor Wortmannin
(30 Minuten, 50nmol/L) (Abb. 7A).

Die Phosphorylierung von PKCa/BIl und p38 MAP-Kinase konnte durch

Vorinkubation mit Wortmannin oder dem spezifischen PKC-Inhibitor Ro32-
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0421 (30 Minuten, Sumol/L) gehemmt werden, unbeeinflusst blieb die
Phosphorylierung von PKC jedoch durch Vorinkubation mit dem p38 MAP-
Kinaseinhibitor SB203580 (30 Minuten, 10umol/L), welcher nur die p38 MAP-
Kinaseaktivierung hemmte (Abb. 7B und C).

Diese Daten zeigen, dass eine Phosphorylierung der Proteinkinase C und p38
MAP-Kinase aus einer Aktivierung der Phosphatidylinositol-3 Kinase
resultiert. Weiterhin |asst sich ableiten, dass sich die p38 MAP-Kinase in der
IGF-1/IGF-1R abhangigen Signalkaskade unterhalb ("downstream") von PI-3
Kinase und PKC befindet.
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Abbildung 7. IGF-1 Stimulation aktiviert Akt, Proteinkinase C und p38 MAP-
Kinase. THP-1/Makrophagen wurden vorinkubiert mit spezifischen
pharmakologischen Inhibitoren fur Furin (dec-CMK (CMK) 50umol/L, 12h),
IGF-1R Tyrosinkinase (NVP-AEW541 (AEW) 10umol/L, 30min), PI-3 Kinase
(Wortmannin (wort.) 50nmol/L, 30min) und dann mit IGF-1 (50ng/mL, 30min)
stimuliert. (A) zeigt resprasentative Western Blots mit spezifischen
Antikorpern gegen Phospho-Akt und Gesamt-Akt. (B) Makrophagen wurden
vorbehandelt mit dem PI-3 Kinase Inhibitor Wortmannin (wort.; 50nmol/L,
30min), dem PKC-Inhibitor Ro32.0432 (Ro; Sumol/L, 30min) bzw. dem p38
MAP-Kinaseinhibitor SB203580 (SB; 10umol/L, 30min) und danach mit IGF-1
(50ng/mL) stimuliert und geblottet wie abgebildet. (C) zeigt die
semiquantitativen Densitometrien der Proteinkonzentrationen von Phospho-
PKCa/pll und Phospho-p38 MAP-Kinase aus (B). (*p<0.05 vs. co, #p<0.05
vs. IGF-1). n=3
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4.6 IGF-1 induziert die Migration von THP-1/Makrophagen durch Integrin

inside-out Aktivierung

Unsere vorhergehenden Untersuchungen zeigten, dass die Stimulation der
THP-1/Makrophagen mit IGF-1 (50ng/mL) durch die Aktivierung des IGF-1R
zu einer Aktivierung von PI-3 Kinase, Proteinkinase C und p38 MAP-Kinase
Signaltransduktionwegen fuhrt.

In Migrationsassays sollte daher untersucht werden, ob dieses signaling auch
an der |IGF-1 induzierten integrinabhhangigen Migration von THP-
1/Makrophagen beteiligt ist. Hierzu wurden erneut die Migration von THP-
1/Makrophagen nach Inhibition der IGF-1R abhangigen
Signaltransduktionswege durch spezifische Inhibitoren fur die IGF-1R
Tyrosinkinase und spezifische Inhibitoren der PI-3 Kinase auf Vitronektin-
gecoateten (10ug/mL) Filtern untersucht.

Dazu wurden mit PMA (50nmol/L, 48 Stunden) differenzierte THP-
1/Makrophagen mit dem spezifischen IGF-1R Tyrosinkinaseinhibitor NVP-
AEWS541 (10umol/L, 30 Minuten) sowie dann mit pharmakologischen
Inhibitoren der PI-3 Kinase LY294.002 (10umol/L, 30 Minuten) bzw. seiner
Kontrolle LY303.511 (10umol/L, 30 Minuten) vorinkubiert und die Zellen
danach drei Stunden einem IGF-1 (50ng/mL) Konzentrationsgradienten
ausgesetzt. LY303.511 hat ahnliche chemische Eigenschaften wie der PI-3
Kinase Inhibitor LY294.002, besitzt jedoch keinerlei Hemmfunktion der PI-3
Kinase Signalwege, es dient als Kontrolle fur die Spezifitat von LY294.002.
Diese  Experimente zeigten, dass die Inhibition der IGF-1R
Tyrosinphosphorylierung durch NVP-AEW541 sowie die Blockade der sich
anschlieBenden Signaltransduktionswege durch den PI-3 Kinase Inhibitor
LY294.002 zu einer Hemmung der IGF-induzierten Migration fuhrten (Abb.
8A). Die Kontrollsubstanz LY303.511 hatte keinen Einfluss auf die IGF-1
induzierte Migration von THP-1/Makrophagen. Furin-Inhibition wurde bewusst
nicht untersucht, da Furin ebenso die av Integrin Untereinheit aktiviert [38]
und so die Differenzierung zwischen IGF-1R oder av-vermittelten Effekten

nicht moglich gewesen ware.
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Unsere bisherigen Untersuchungen zeigten, dass die Stimulation der THP-
1/Makrophagen mit IGF-1 zu einer Aktivierung von PI-3 Kinase/PKC/p38
MAP-Kinase Signalwegen fuhrt. Dabei kommt es infolge IGF-1 Stimulation zu
keiner Anderung im Gesamtprotein von av, jedoch fiihrt die IGF-1 Stimulation
zur Neuordung von avp3 Integrin zu fokalen Adhasionskomplexen und zur
Phosphorylierung des Adapterproteins Paxillin.

In Western Blot Analysen untersuchten wir weiterhin, ob die IGF-1/IGF-1R
Aktivierung und sein konsekutives signaling zu einer inside-out Aktivierung
von av Integrin fuhrt und die Migration von THP-1/Makrophagen initiiert wird.
Hierzu wurde die IGF-1R  Aktivierung mittels Hemmung der
Tyrosinphosphorylierung durch NVP-AEW541 (10umol/L, 30 Minuten) oder
das sich anschlieBende signaling durch den p38 MAP-Kinaseinhibitor
SB203580 (10umol/L, 30 Minuten) geblockt. Die Zellen wurden dann mit IGF-
1 (50ng/mL, 10min) stimuliert. AnschlieBend wurden im Western Blot die
Aktivierung von av Integrin mittels phosphospezifischer Antikdrper gegen die
Integrinadapterproteine FAK und Paxillin untersucht. Die Blots zeigen, dass
beide Inhibitoren die IGF-1  vermittelte = Phosphorylierung  der
Integrinadapterproteine FAK (Tyr*¥") 118)
(Abb. 8A). Dies macht die Verknupfung von IGF-1R Aktivierung und seiner

Signaltransduktionswege mit der Aktivierung von Integrin-gekoppelten

und Paxillin (Tyr ) signifikant hemmen

Adapterproteinen, die fur die Ausbildung von fokalen Adhasionsregion (focal
adhesion sites) mitverantwortlich sind, deutlich.

Um weiterhin zu untersuchen, ob inside-out abhangiges Integrin signaling zur
Phosphorylierung von Paxillin fuhrt, wurden THP-1/Makrophagen auf
Vitronektin (10ug/mL) gecoateten Zellkulturschale ausgesetzt und die Zellen
dann mit dem avp3 blockierendem Antikorper LM609 (25ug/mL, 30 Minuten)
inkubiert und anschlieRend mit IGF-1 (50ng/mL, 10min) stimuliert.

Da eine Integrinaktivierung uber Vitronektin verhindert wird, weil die
Bindungsstellen von av3 Integrin durch den avp3 blockierenden Antikorper
LM609 besetzt sind, hemmt man die Phosphorylierung der Adapterproteinen
und somit die Integrinaktivierung durch outside-in signaling. Die bleibende
Phosphorylierung von Paxillin ist Ausdruck einer IGF-1 vermittelten inside-out

Aktivierung von av3 Integrin (Abb. 8C).
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Abbildung 8. (A) Die IGF-1 induzierte Migration von THP-1/Makrophagen
durch Vitronektin-gecoatete Filter (10ug/mL) wird durch Vorinkubation mit
dem IGF-1R Tyrosinkinaseinhibitor NVP-AEWS541 (AEW; 10umol/L, 30min)
oder dem PI-3 Kinase-Inhibitor LY294.002 (LY29; 10uwmol/L, 30min)
signifikant gehemmt. Die Kontrolle des PI-3 Kinase Inhibitors LY303.511
(LY30; 10umol/L, 30 min) zeigte keinen Einfluss. (*p<0.05 vs. Kontrolle (co.),
#p<0.05 vs. IGF-1) (B) Western Blots zeigen, dass sowohl die Inhibition der
IGF-1R Aktivierung durch NVP-AEW541 (AEW, 10umol/L, 30 min) als auch
die Inhibition des nachfolgenden p38 MAP-Kinase durch SB203580 (SB,
10umol/L, 30 min) die durch IGF-1 initierte Phosphorylierung der
Integrinadapterproteine FAK und Paxillin hemmt. (C) Adharente Makrophagen
(Vitronektin 10ng/mL) wurden mit dem av@3-blockierenden Antikorper LM609
(25ug/mL, 30min) inkubiert und dann mit IGF-1 (50ng/mL, 30min) stimuliert.
Proteine wurden mit einem phospho-spezifischem Antikorper gegen Paxillin
geblottet. (D) zeigt die semiquantitiven Densitometrie von (C). (*p<0.05 vs.
unstimulierte Kontrolle, #p<0.05 vs. IGF-1). n=3
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4.7 Einfluss von IGF-1 auf die Sekretion von MIP-1a und TNF-a

Die Sekretion von Chemokinen und proinflammatorischen Zytokinen befahigt
Makrophagen  zur  Rekrutierung  weiterer Zellen sowie lokale
Entzindungsreaktionen zu unterhalten [4]. Makrophagen sind die
bedeutendste Quelle fur Chemokine in der atherosklerotischen Lasion;
sowohl MIP-1a als auch TNF-a kolokalisieren mit makrophagenreichen
Plaquelasionen [4]. Der MIP-1a0 Rezeptor CCR5 wird wahrend der
Differenzierung von Monozyten sowie auf T-Zellen exprimiert, MIP-1a dient
somit der Migration weiterer Entziindungszellen in der Plaqueregion [4]. TNF-
o kommt eine SchlUsselrolle zu, da es eine Kaskade von Zytokinen freisetzt,
die an der Inflammationsantwort teilnehmen [4].

Wir untersuchten daher die Zytokine TNF-o und MIP-1a nach IGF-1
Stimulation in THP-1/Makrophagen mit Hilfe von ELISA Detektionskits. Als
Kontrolle wurden die Zellen fur 24 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS, 10
ug/mL) stimuliert und dann deren Uberstande auf MIP-1a und TNF-o
untersucht. Die Basalsekretion von MIP-1a und TNF-o war in THP-1
Monozyten und Makrophagen sehr gering und lie3 sich durch IGF-1
Stimulationen (50ng/mL, 24h) nicht steigern. Im Gegensatz zu IGF-1 kam es
nach Inkubation von THP-1/Makrophagen mit den bakteriellen Endotoxin LPS
(10ug/mL, 24h) zu einer signifikanten Steigerung der Sekretion sowohl von

MIP-1a als auch von TNF-a (Tab. 2).
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Zytokinsekretion nach IGF-1 Stimulation von THP-1/Makrophagen

Zelltyp (THP-1)

MIP-1a Sekretion

TNF-a Sekretion

Monozyten (basal)

Makrophagen (basal)

Makrophagen + IGF-1

Makrophagen + LPS

1 ng/mL+/- 1 ng/mL

40 ng/mL+/- 12 ng/mL

56 ng/mL+/- 9 ng/mL

148 ng/mL +/- 19 ng/mL*

52 ng/mL+/- 27 ng/mL

21 ng/mL+/- 18 ng/mL

29 ng/mL+/- 9 ng/mL

141 ng/mL +/- 22 ng/mL*

Tabelle 2. Dargestellt sind die Konzentrationen (ng/mL) von MIP-1a und

TNF-o der basalen Sekretion von THP-1 Monozyten und Makrophagen,

sowie nach 24-stindiger Stimulation mit

IGF-1

(50ng/mL) bzw. LPS

(10ug/mL). *p<0.01 vs. THP-1 Monozyten bzw. Makrophagen (basal). n=3
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Motilitat und Zytokinsekretion von
Makrophagen als Antwort auf eine Insulin-like Growth Factor-1 Stimulation.
Wir demonstrieren, dass |IGF-1 chemotaktisch auf humane THP-
1/Makrophagen wirkt. Die IGF-1 vermittelte Migration von THP-
1/Makrophagen ist von der Aktivierung des avf3 Integrins abhangig,
wohingegen die Matrix Metalloproteinasen MMP-2, -9 und MT1-MMP von
untergeordneter Bedeutung scheinen.

Diese Arbeit zeigt, dass die Stimulation mit IGF-1 via Aktivierung des IGF-1R
zur Integrinaktivierung fuhrt. Dies ist PI-3 Kinase/PKC/p38 MAP-Kinase-
abhangig und aktiviert avp3 Integrin durch inside-out signaling.
Immunfluoreszenz-Untersuchungen zeigen, dass av3 inside-out Aktivierung
zur Kompartimentierung des Integrins zu focal adhesion sites fuhrt und dort
von einer gesteigerten Phosphorylierung des Integrin Adapterproteins Paxillin
begleitet wird. Im Gegensatz dazu bleibt die Gesamtproteinmenge des av3
Integrins von IGF-1 unbeeinflusst. Somit kdnnte die durch IGF-1 gesteigerte
Motilitat von Makrophagen zu der chronisch-inflammatorischen Entzindung

im Rahmen der Pathogenese der Atherosklerose beitragen.

In Ubereinstimmung damit zeigten Kawachi et al. [41] in ihrer Studie an 330
gesunden, nicht-adipdsen Mannern (BMI<27kg/m2, Alter 29-77 Jahre, keine
kardiovaskularen Vorerkrankungen) eine Korrelation zwischen der Intima-
Media-Dicke der A. carotis (als Fruhmarker fur ein kardiovaskulares Risiko)
und IGF-1 sowie IGFBP-3 Serumspiegel. Auch konnte in einer Studie an 92
Mannern mit hohem kardiovaskularem Risikoprofil (statt gehabter
Myokardinfarkt, Alter < 45 Jahre, Serumcholersterin > 5.2 mmol/L und / oder
Serumtriglyceride > 1.6 mmol/L) durch Fibrattherapie der Serumspiegel an
IGF-1 und IGFBP-1 signifikant gesenkt werden. Dies war assoziert mit einer
Reduktion im angiographisch-bestimmten minimalen Lumendurchmesser der
Koronararterien (als Marker fir eine Progression der koronaren

Herzerkrankung) [56].
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Jedoch lassen andere klinische Studien IGF-1 auch eine protektive Wirkung
zu. So zeigten Juul et al. [57] in einer prospektiven Studie (Laufzeit 15 Jahre;
600 Patienten), dass niedrige IGF-1 Serumspiegel, aber erhohte IGFBP-3
Serumspiegel, mit der Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung assoziiert

sind.

Experimentelle Arbeiten zu IGF-1 und Atherosklerose haben sich vor allem
mit glatten Gefaldimuskelzellen beschaftigt. In einem in vivo Restenose-Modell
durch Ballonverletzung der Karotiden von Ratten konnte gezeigt werden, dass
die Hemmung des IGF-1 Rezeptors durch ein IGF-1 &hnliches, jedoch
funktionsloses D-Peptid die Replikation der glatten Gefalmuskelzellen und
damit die Neointimabildung/Restenose hemmt [43].

In in vitro Experimenten mit glatten GefalRmuskelzellen konnte deren
Proliferation durch die Hemmung der IGF-1R Aktivierung und des davon
abhangigen PI3-Kinase und MAP-Kinase signaling durch die Hemmung der
Proprotein Convertase Furin gehemmt werden [53]. Zusatzlich wurde dabei
die IGF-1/IGF-1R-abhangige Expression/Aktivierung von MT1-MMP und
MMP-2 und damit die Migration der glatten GefaRmuskelzellen der Ratte
gehemmt [53].

Trotz der Untersuchungen zur Funktion von IGF-1 bei chronisch-
inflammatorischen Prozessen gibt es somit nur wenige Arbeiten, die sich mit
Makrophagen und IGF-1 auseinandersetzen [47; 48; 58; 59; 60]. Dabei stellen
Monozyten/Makrophagen in atherosklerotischem Gewebe die entscheidende
zellulare Komponente dar, da sie an allen Stadien der chronischen
Inflammation beteiligt sind [4]. Darlber hinaus synthetisieren sie lokal,
autokrin und parakrin wirkend IGF-1 [31; 61]. So zeigten Kirstein et al. [62],
dass durch Hyperglykdamie vermehrt endstehende nicht-enzymatisch
glykosylierte Proteine (Advanced Glycolation End products ,AGE’) zur
Sekretion von IGF-1 in humanen Monozyten fuhrten. Neben AGE fuhrt auch
Zytokine wie IL-4 und IL-13 in vitro in Mausmakrophagen zur vermehrten
Produktion von IGF-1 mRNA und Protein [61].

Im Gegensatz zu diesen proinflammatorischen Funktionen wurde kurzlich in

einer Studie gezeigt, dass IGF-1 in Hoch-Fettdiat gefutterten ApoE-
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defizienten Mausen oxidativen Stress und die Expression (mRNA) von
Zytokinen (TNF-a und IL-6) reduzieren und somit zu einer Verringerung der
Entzindung fuhrten [59]. Obwohl in der Studie die IGF-1 Infusion zu einer
Reduktion der Zytokinsekretion und der Makrophagen-beinhalteten
Plaqueregion fuhrte, konnte weder die GesamtgrolRe des Plaques noch die
Makrophagendichte pro Lasionsflache (als Index fur die atherosklerotische
Belastung) signifikant gesenkt werden [59]. Somit konnte diese Studie - auch
wenn die Zytokinsekretion und der oxidative Stress durch IGF-1 vermindert
wurden - keinen direkten Effekt von IGF-1 auf die Expression von
Makrophagen in den atheroklerotischen Lasionen von fettgefutterten ApoE-
defizienten Mausen nachweisen.

Die hier dargestellten Tiermodelle sind nur bedingt vergleichbar. So steht bei
dem Ballonverletzung/Restenosemodell die Proliferation der glatten
Gefallmuskelzellen im Vordergrund, wohingegen im fettgefutterten ApoE-
Modell die Inflammation und Makrophagenproliferation und Migration im

Vordergrund stehen.

Interessanterweise zeigten auch klinische Studien an Tumorpatienten eine
Assoziation von IGF-1/IGF-1R und die Entstehung und Progression
unterschiedlicher Karzinome. In Schweden stellte man bei einer Fall-Kontroll -
Studie von 110 Patienten und 336 Kontroll-Patienten fest, dass ein erhdhter
IGF-1 Plasmaspiegel mit einem 2.5fach gesteigerten Risiko, an kolorektalem
Karzinom zu erkranken, verbunden ist [63]. Chan et al. [64] publizierten eine
Fall-Kontroll - Studie an 304 Probanden, in der Manner mit erhdhtem IGF-1
Plasmaspiegel ein 4,3fach erhdhtes Risiko hatten, an Prostatakarzinom zu
erkranken. Neben der gesteigerten Expression des IGF-1R bei Kolon- und
Prostata-Karzinomen konnte in Ostrogen-Rezeptor positiven
Mammakarzinom-Zellen eine loss-of-function Mutation der Phosphatase
PTEN identifiziert werden, welche zu einer erhohten Aktivitat der IGF-1R
Tyrosinkinase fuhrt [65]. In in vitro Experimenten an Lewis
Lungenkarzinomzellen wurde gezeigt, dass eine IGF-1 Konzentration von 10
ng/mL via PI-3 Kinase/Akt/mTOR Signalwege, die Expression und Aktivitat
der MMPs MT1-MMP/MMP-2 steigerte [66], wahrend hohere Konzentrationen
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von IGF-1 (100ng/mL) die MMP-2 Expression Uber c-Raf/MEK/ERK
Aktivierung inhibierten [44]. Somit konnte dies auf einen protektiven bzw.
Tumor-fordernden Effekt von |IGF-1, entsprechend der Konzentration,

hinweisen.

Da gezeigt wurde, dass IGF-1 Migration und Invasion von glatten
Gefallmuskelzellen und Tumorzellen durch die Aktivierung von MT1-MMP
und MMP-2 via PI-3 Kinase und mTOR Signaltransduktionswege vermittelt
[44; 53], untersuchten wir die IGF-1 induzierte Migration von THP-
1/Makrophagen bezlglich einer moglichen Beteiligung dieser MMPs. Jedoch
zeigt diese Arbeit, dass MMPs von untergeordneter Bedeutung fur die IGF-1
vermittelte Migration von THP-1/Makrophagen sind. Die Hemmung der MMP-
Aktivitat mit dem Hydroxymat Breitspektrum MMP-Inhibitor GM6001 in
Migrationsassays hatte auf die IGF-1 induzierte Migration keinen Einfluss.
Weiterhin untersuchten wir auch die Expression verschiedener MMPs nach
IGF-1  Stimulation von THP-1/Makrophagen in Western Blot und
Zymographieexperimenten. Weder die Stimulation von THP-1/Makrophagen
mit 50ng/mL IGF-1 noch die Stimulation mit einer Konzentrationen von
100ng/mL hatte Einfluss auf die Aktivierung von MT1-MMP, MMP-2 oder
MMP-9. Auch die Expression der physiologischen MMP-Inhibitoren TIMP-1
und TIMP-2 waren nach IGF-1 Stimulation von THP-1/Makrophagen

unbeeinflusst.

Fir die Zellmotilitat sind neben den MMPs vor allem av Integrine von
Bedeutung. Wir untersuchten deswegen die Expression von av Integrin
wahrend der Transformation von Monozyten — Makrophagen sowie in THP-
1/Makrophagen nach Stimulation mit IGF-1. Wir zeigen, dass die
Transformation von Monozyten — Makrophagen, welche Zellen befahigt, an
chronischen Entzindungsreaktionen teilzunehmen [8], sowohl mit einem
Anstieg der IGF-1R- und der av Integrin-Expression als auch mit einer
Zunahme der Enzymaktivitat der den Pro-IGF-1R [32; 54] und Pro-av Integrin
[38] aktivierenden Convertase Furin verbunden ist. Die gesteigerte

Expression von Integrin av und des IGF-1R sowie der zu ihrer Aktivierung
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notwendigen Proprotein Convertase Furin konnte somit zum aggressiveren
Phanotyp von Makrophagen beitragen.

Im Gegensatz zur Steigerung der Integrinexpression wahrend der Monozyten
— Makrophagentransformation blieb av Integrin Gesamtprotein aber durch
Stimulation der THP-1/Makrophagen mit IGF-1 unbeeinflusst; av de-novo
Synthese scheint in THP-1/Makrophagen von untergeordneter Bedeutung bei
der IGF-1 -vermittelten Makrophagenchemotaxis zu sein.

Dies steht im Gegensatz zu einer kurzlich publizierten Studie, welche einen
Anstieg von fokalen Adhasionsregionen zusammen mit einer Hochregulation
von avp3 Gesamtprotein in  humanen  androgen-unabhangigen
Prostatakarzinomzellen infolge IGF-1 Stimulation zeigt, was zu einer IGF-1
induzierten gesteigerten Tumorzellmigration fuhrte [45].

Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass die IGF-1 vermittelte THP-
1/Makrophagenchemotaxis durch Integrinenhemmung mittels spezifischer
Integrin-blockierender RGD Peptide und auch durch die spezifischen Integrin-
hemmenden Antikorper gegen avp3-Integrin (LM609) und gegen B3 Integrin
(F11) signifikant gehemmt werden kann. Dies erfordert jedoch keine
gesteigerte av Integrin Synthese, sondern ein IGF-1/IGF-1R vermitteltes av3
Integrin inside-out signaling. Dies zeigte sich in der Untersuchung von focal
adhesion sites durch Immunfluoreszenzfarbungen mit spezifischen
Antikorpern fur avp3 Integrin und Phospho-Paxillin, in welcher es nach IGF-1
Stimulation zur Bildung von av@3-kongruenten fokalen Adhasionskomplexen
und der gesteigerten Phosphorylierung des Integrin Adapterproteins Paxillin
kam. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit einer Studie an
humanen Trophoblasten, bei denen es nach IGF-1 Stimulation zur
Phosphorylierung von Paxillin und FAK kam [67]. Elektronenmikroskopisch
zeigte sich begleitend die Ausbildung von Membranauslaufern, sogenannten

'‘Lamellipodien’ [67].

IGF-1 vermittelt seine Wirkungen durch den IGF-1R, fur dessen Funktion eine
Aktivierung durch Furin-Convertase vermitteltes cleavage des Pro-IGF-1R
essentiell ist [54]. So zeigten Khatib et al. [32], dass die Inhibition der IGF-1R

Aktivierung durch den Furin Proprotein Convertase Inhibitor o1-Antitrypsin
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Portland (a1-PDX) das sich anschlieBende IGF-1 Rezeptorsignaling hemmt.
Durch eine Inokulierung von Mausen mit a1-PDX transfizierten Tumorzellen
konnten die Autoren eine verzogerte Tumorentwicklung sowie eine reduzierte
Tumorzellinvasion durch Furin- und damit IGF-1R Inhibition zeigen [32].

In Ubereinstimmung damit zeigen wir, dass die Hemmung der IGF-1R
Aktivierung durch Inhibition von Furin die Autophosphorylierung des IGF-1R
an Tyrosin signifikant hemmt. Dieser Effekt war vergleichbar mit einer direkten
Hemmung der Rezeptortyrosinkinase durch den spezifischen |IGF-1R
Tyrosinkinase Inhibitor NVP-AEWS541. NVP-AEWS541 wird in der
Tumorforschung eingesetzt, um selektiv den IGF-1R zu hemmen, ohne dabei
den Insulinrezeptor zu beeinflussen. Mit diesem teilt der IGF-1R 84%
Homologie [68].

Weiterhin zeigen wir anhand von Western Blot Experimenten und mittels
selektiver pharmakologischer Inhibitoren der Signaltransduktionswege, dass
die Aktivierung des IGF-1R in THP-1/Makrophagen zur nachfolgenden
Phosphorylierung des PI-3 Kinase Substrates Akt und anschlieend durch die
Aktivierung von Proteinkinase C zur Aktiverung von p38 MAP-Kinase fuhrt.
Die Inhibition der Pro-IGF-1R Aktivierung durch Inhibition von Furin mit dem
spezifischen Inhibitior dec-CMK [34] oder durch Inhibition der IGF-1R
Tyrosinkinase mittels NVP-AEWS541 konnten die Aktivierung der IGF-1R
abhangigen PI-3 Kinase/PKC/p38 MAP-Kinase Signalwege hemmen.

Wir zeigen auch, dass der Inhibitor der IGF-1R Tyrosinkinase NVP-AEWS541
und auch der spezifische Inhibitor der p38 MAK-Kinase SB203580 die IGF-1
induzierte Phosphorylierung von Paxillin und FAK hemmen. Die Inhibition der
Phosphorylierung dieser Integrin Adaptarproteine ist ein Ausdruck einer
Inhibition der Integrinaktivierung. Im Gegensatz dazu wurde an kardialen
Fibroblasten gezeigt, dass die durch Angiotensin |l gesteigerte, 1-Integrin
vermittelte Adhasion an Kollagen-1 zwar Integrin inside-out signaling
abhangig ist, aber die Phosphorylierung von p1-Integrin voraussetzt [17].

Die hier untersuchten Integrin Adaptarproteinen Paxillin und FAK haben bei
der Adhasion und Migration von Zellen wichtige Bedeutung. Paxillin reguliert
die Aktivitat von GTPasen der Rho - Familie, welche an der Umordnung des

Aktin-Zytoskeletts und damit an der Aktin-assoziierten Zelladhasion beteiligt
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sind [69]. Die C-terminale FAT Domane von FAK vermittelt die Bindung von
Integrinen und fokalen Adhasionen, zu dem besitzt sie Bindungsstellen fur
Integrin-assoziierte Proteine wie Paxillin [70]. Punktmutationen in dieser
Domane unterbrechen die Paxillinbindung und verhinderten somit die Integrin

Aktivierung und Bildung von FAK-assoziierten fokalen Adhasionen [70].

Da ebenso wie der Pro-IGF-1R auch die Pro-av Integrinuntereinheit durch
Furin endoproteolytisch aktiviert wird [38] und dies bei der Untersuchung der
IGF-1R -vermittelten Migration von THP-1/Makrophagen eine Differenzierung
IGF-1R bzw. av-abhangiger Effekte unmoglich machen wirde, verwendeten
wir in den Migrationsassays zur Inhibtion der IGF-1R Aktivitat nur NVP-
AEWS541, welcher die Pro-Integrinaktivierung nicht beinflusst. Die potente
Inhibition der IGF-1/IGF-1R vermittelten Migration von THP-1/Makrophagen
durch NVP-AEW541 als auch den PI-3 Kinase Inhibitior LY303.511 zeigt,
dass die IGF-1-gesteigerte Migration IGF-1R/PI-3-Kinase -abhangig ist.
Mittels Western Blot Experimenten zeigen wir, dass die Inhibition dieser
Signaltransduktionswege die IGF-1 vermittelte Phosphorylierung von FAK und
Paxillin hemmt. Zusammenfassend fuhrt damit IGF-1 via IGF-1R Aktivierung
durch eine PI3-Kinase/PKC/p38 MAP-Kinase - abhangige Signaltransduktion
zur Bildung von fokalen Integrinadhasionssitzen assoziiert mit einer
gesteigerten Phosphorylierung von Integrinadaptarproteinen, welches
zusammenfassend als inside-out signaling bezeichnet wird. Im Gegensatz
dazu zeigten andere Studien an glatten GefaBmuskelzellen, dass in diesen
die Integrin inside-out signaling vermittelte Migration vor allem auf der
Aktivierung von PKC und ERK-1/2 MAP-Kinasen basiert [71].

Weiterhin untersuchten wir die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine
MIP-1a und TNF-a infolge IGF-1 Stimulation in THP-1/Makrophagen. Der
MIP-1a Rezeptor CCR5 wird wahrend der Monozyten - — Makrophagen -
transformation vermehrt exprimiert, aulerdem wird MIP-1a von T-Zellen und
Makrophagen  produziert und dient der Chemotaxis weiterer
Entzindungszellen in der Region des atherosklerotischen Plaque [4]. TNF-a

wird von Zytokinen wie IL-1 und LPS in Makrophagen induziert und initiiert die
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Freisetzung einer Kaskade von Zytokinen, die an der Inflammationsantwort
teilnehmen [4]. Renier et al. [48] demonstierten eine Steigerung der basalen
und LPS-induzierten Sekretion von TNF-a in murinen ANA-1 Makrophagen.
Jedoch konnten unsere Ergebnisse keine Beeinflussung der Sekretion von
TNF-a oder MIP-1a durch IGF-1 Stimulation in THP-1/Makrophagen zeigen,
wohingegen LPS zu einer deutlichen Steigerung fuhrte. Somit konnten wir
bezuglich der untersuchten Zytokine MIP-1ac und TNF-a keinen pro-

inflammatorischen Effekt von IGF-1/IGF-1R in THP-1/Makrophagen zeigen.

Einschrankend ist, dass die Verwendung von Zelllinien bezuglich einer in vivo
Situation nur bedingt aussagefahig ist. Jedoch sind THP-1/Makrophagen im
Vergleich den nativen humanen Makrophagen am ahnlichsten [52]. Sowohl
Gene wie av Integrin, MMPs als auch Wachstumsfaktor-Rezeptoren sind
vergleichbar exprimiert, auch die Monozyten - — Makrophagendifferenzierung
ist vergleichbar [52]. DarUber hinaus zeichnen sich Zelllinien wie THP-1
Monozyten durch einfache Kultivierbarkeit, Reinheit und Stabilitat aus, was

die Durchfuhrung von in vitro Versuchen erleichert.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass IGF-1 die Motilitat von

THP-1/Makrophagen durch IGF-1R vermitteltes PI-3 Kinase/PKC/p38 MAP-
Kinase abhangiges Integrin avf3 inside-out signaling steigert. Da die Invasion
von Makrophagen in der Initiation und Progression der Atherosklerose von
entscheidender Bedeutung ist [8; 40], IGF-1/IGF-1R in humanen
atherosklerotischen Lasionen gesteigert exprimiert wird [40] sowie die
Inhibition von IGF-1R in Tierversuchen die Neointimabildung hemmt [43],
konnten diese Ergebnisse zum weiteren Verstandnis der Funktion von IGF-

1/IGF-1R in der Pathogenese der Atherosklerose beitragen.



58

6. Zusammenfassung

Migration von Makrophagen nimmt eine zentrale Stellung in der Initiation und
Progression der Atherosklerose ein. Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) ist in
Makrophagen in humanen Atheromen und in Tierversuchen stark exprimiert,
seine Bedeutung fur die Motilitat von Makrophagen ist jedoch ungeklart. Das
Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion von IGF-1/IGF-1R flur die Migration von
THP-1/Makrophagen zu analysieren und die daran beteiligten Signalwege zu
identifizieren sowie die Bedeutung von Integrinen und/oder Matrix
Metallorproteinasen hierbei zu klaren.

Checkerbox-Experimente zeigten eine starke chemotaktische Wirkung von
IGF-1 auf THP-1/Makrophagen. Die IGF-1 induzierte Migration wurde durch
RGD-Peptide und avp3 blockierende Antikdrper signifikant gehemmt, die
Inhibition von MMPs hatte jedoch keinen Einfluss. Western Blot Experimente
zeigten, dass IGF-1 weder die Aktivierung und Proteinkonzentrationen von
MT1-MMP, MMP-2 und MMP-9 noch deren physiologischen Inhibitioren
TIMP-1 und TIMP-2 signifikant beeinflusst. Ebenso fuhrte die IGF-1
Stimulation humaner THP-1/Makrophagen nicht zu einer gesteigerten av
Integrinexpression. Jedoch zeigte sich nach IGF-1 Stimulation eine
Kompartimentierung von avp3 Integrin und Phosphorylierung seines
Adapterproteins Paxillin zu fokalen Adhasionskomplexen. Experimente mit
spezifischen pharmakologischen Inhibitoren zeigten, dass die IGF-1
abhangige Aktivierung der fokalen Adhasionskinase (FAK) und Paxillin sowie
die daraus resultierende Migration via IGF-1/IGF-1R vermitteltes, PI-3
Kinase/PKC/p38 MAP-Kinase abhangiges avp3 Integrin inside-out signaling
induziert wird. Diese IGF-1/IGF-1R abhangige, Integrin-vermittelte Migration
von Makrophagen konnte somit von Bedeutung fur die Initiierung und

Progression der Atherosklerose sein.
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