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für Aminosäuren der Ein-Buchstaben- sowie der Drei-Buchstaben-Code verwendet. 
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1 EINLEITUNG

1.1 Aufbau und Funktion der humanen Epidermis 
Die Haut ist das größte Organ des menschlichen Körpers und besteht aus der äußeren Epidermis 

und der darunter liegenden Dermis. Die Epidermis ist ein mehrschichtiges Plattenepithel, das 

einer ständigen Regeneration durch epidermale Stammzellen unterliegt. Die vorherrschenden 

Zellen der Epidermis (über 95% der Gesamtzellpopulation) sind die Keratinozyten, die 

schließlich zu abgeflachten, abgestorbenen Korneozyten differenzieren. Weiterhin treten in der 

Epidermis melaninsynthetisierende Melanozyten, dendritische Immunzellen (Langerhanszellen), 

neuroendokrine Merkelzellen sowie freie Nervenendigungen auf. Die Hauptfunktion der 

Epidermis, die eine semipermeable Barriere bildet, besteht im Schutz gegenüber der Umwelt. Die 

Barriere wird durch die verhornten Korneozyten des stratum corneums und zusätzlich 

wahrscheinlich durch Tight Junctions der lebenden Keratinozyten gebildet (Abb. 1-1).  

Abb. 1-1: Schematischer Aufbau der humanen Epidermis 

Es ist die Epidermis (E, Dicke: etwa 30 µm) mit Hautanhangsgebilden (Haare, Drüsen) und die darunter 
liegende Dermis (D) gezeigt (links). Zusätzlich sind die unterschiedlichen Differenzierungsstufen von 
Keratinozyten dargestellt (rechts). Proliferierende Basalzellen differenzieren zu transkriptionell aktiven 
Keratinozyten, die in den oberen Schichten schließlich abflachen und verhornen. Die 
Permeabilitätsbarriere wird im stratum corneum von intrazellulären Keratinmakrofibrillen, quervernetzten 
Proteinen (cornified envelope) und sekretierten Lipiden sowie vermutlich im stratum granulosum von 
durchgängigen Tight Junctions gebildet (modifiziert nach Segre, 2006). 



EINLEITUNG

2

Die Epidermis dient neben der mechanischen und chemischen Schutzfunktion auch der Thermo- 

und Osmoregulation sowie der Sinneswahrnehmung. Die Hauptaufgabe der epidermalen 

Keratinozyten ist ebenfalls der physikalische Schutz (Proksch et al., 2008), darüber hinaus haben 

diese eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung unterschiedlicher Stimuli (Denda et al., 2007; 

Lumpkin und Caterina, 2007).  

1.1.1 Tight Junctions in der Epidermis 

Tight Junctions (TJs) sind abschließende Zellverbindungen, die eine selektive Diffusionsbarriere 

bilden (Abb. 1-2). Dabei regulieren sie den parazellulären Transport (Barrierefunktion) sowie die 

Proteinverteilung innerhalb der Plasmamembran (Zaunfunktion). TJs bestehen aus 

unterschiedlichen Transmembranproteinen, wie Claudinen oder Occludin, und einem komplexen 

Netzwerk von zytoplasmatischen Proteinen (Tsukita et al., 2001). Zu diesen gehören 

Adapterproteine (wie ZO-1, MAGI und MUPP1), Signalmolekülen (wie heterotrimere G-

Proteine und kleine GTPasen) und Regulatoren der Zellpolarität (wie Par3/6 und aPKC, Matter 

und Balda, 2003b). 

Im Gegensatz zu einfachen Epithelien konnte die Existenz von durchgängigen TJ-Strängen in 

der Epidermis lange Zeit nicht nachgewiesen werden, obwohl die Lokalisation im stratum

granulosum auf Grund elektronenmikroskopischer Daten schon früh postuliert wurde (Hashimoto, 

1971). Nach Identifizierung von TJ-Strukturproteinen (Furuse et al., 1993; Furuse et al., 1998) 

konnte deren Expression in der Epidermis nachgewiesen, aber nur fragmentierte TJs beobachtet 

werden (Morita et al., 1998). Die funktionelle Bedeutung von epidermalen TJs wurde schließlich 

durch die Charakterisierung von Claudin-1-defizienten Mäusen (Furuse et al., 2002) bestätigt. 

Claudin-1 ist eines der TJ-Moleküle, die in der Epidermis exprimiert werden (Tsukita und Furuse, 

2002). Die Claudin-1-defizienten Tiere zeigen eine stark faltige Haut und sterben innerhalb des 

ersten Tages nach der Geburt an Dehydration. Dabei ist der Aufbau der Epidermis unverändert 

und die Barriere des stratum corneums normal ausgebildet. Dies zeigt, dass TJs in der Epidermis 

neugeborener Mäuse eine entscheidende Bedeutung für die Barrierefunktion haben. Zusätzlich 

wurde die Morphologie von TJs und die Verteilung verschiedener TJ-Proteine (wie Claudin-1/-4, 

Occludin, ZO-1) in der murinen Epidermis beschrieben (Furuse et al., 2002). In der 

menschlichen Epidermis konnten ebenfalls TJs im stratum granulosum lokalisiert werden (Brandner 

et al., 2002; Brandner, 2009). Die Funktionalität von TJs in der humanen Haut ist noch nicht 

eindeutig bewiesen, in kultivierten humanen Keratinozyten kann aber die Barrierefunktion von 

TJs durch Widerstandsmessungen gezeigt werden (Yuki et al., 2007).
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Abb. 1-2: Modell des Aufbaus einer epithelialen Tight Junction (TJ) 

Dargestellt sind Transmembranproteine wie Claudine, Occludin und JAM-1, die zwei Plasmamembranen 
benachbarter Zellen eng verbinden und so eine Diffusionsbarriere bilden. An diese Membranproteine 
bindet eine große Zahl von zytoplasmatischen Proteine wie ZO-1 oder MUPP-1, die u.a. regulatorische 
Funktionen übernehmen. Über Adapterproteine wie Cingulin können Verbindungen zum 
Aktinzytoskelett hergestellt werden. Die Strukturproteine einer benachbarten adherens junction (AJ mit 
Cadherinen und Cateninen) sind ebenfalls gezeigt (modifiziert nach Nastech, 2006). 

1.1.2 Epidermale Wundheilung 

Die Wundheilung ist ein komplex regulierter Prozess, bei dem verschiedene intra- und 

interzelluläre Signalwege aktiviert werden (Gurtner et al., 2008). Nach einer Verwundung ist eine 

schnelle Reepithelialisierung zur Eindämmung von Infektionen und Wiederherstellung der 

Barriere besonders wichtig (Martin, 1997). Dies geschieht kurzfristig durch ein Fibringerinnsel 

direkt nach der Verwundung. Daraufhin entsteht eine neue Epidermis durch Migration von 

Keratinozyten von den Wundrändern (und eventuell Haarfollikeln). Während die Epidermis 

funktionell und strukturell (bis auf die Hautanhangsgebilde) vollständig wiederhergestellt wird, ist 

die Regeneration der darunter liegenden Dermis unvollständig und es entstehen Narben durch 

eine gestörte Kollagenablagerung. Die gesamte kutane Wundheilung gliedert sich in drei 

ineinander übergehende Phasen: Entzündung, Gewebeneubildung und Geweberegeneration 

(Abb. 1-3). Viele unterschiedliche Signale und Rezeptorsysteme kontrollieren diese komplexen 

Reparaturprozesse (Werner und Grose, 2003; Santoro und Gaudino, 2005). Während die Signale, 

die die Proliferation, Migration und Differenzierung der verschiedenen Zelltypen aktivieren und 

die Reepithelialisierung starten, gut erforscht sind, ist der Einfluss von negativen Regulatoren, die 
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für eine Deaktivierung dieser Prozesse am Ende der Wundheilung sorgen, noch relativ 

unbekannt (Martin, 1997; Barrientos et al., 2008).  

Abb. 1-3: Die Phasen der Wundheilung nach einer Verwundung 

Während der ersten Inflammationsphase (A) kommt es durch Blutgerinnung zum vorläufigen 
Wundverschluss und Immunzellen wandern ein, um u.a. Bakterien und tote Zellen zu beseitigen. In der 
zweiten Phase findet die Gewebeneubildung statt (B), bei der auch die Epidermis wiederhergestellt wird. 
Diese Phase ist durch verstärkte Proliferation und Migration charakterisiert. Dabei lagern Fibroblasten 
neue extrazelluläre Matrix ab, Blutgefässe werden gebildet und Keratinozyten reepithelialisieren die 
Wunde. Die langfristige dritte Phase dient der Geweberegeneration (C) durch Vernetzung des dermalen 
Kollagens und der Wundkontraktion. Die meisten Zellen wandern aus dem Granulationsgewebe aus oder 
sterben ab und alle Wundprozesse werden wieder deaktiviert (modifiziert nach Gurtner et al., 2008). 

1.1.3 Hormonelle Regulation der Epidermis durch G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren

Epidermale Zellen werden durch extrazelluläre Stimuli wie sekretierte Hormone und 

Neuropeptide reguliert, die an unterschiedliche Rezeptorsysteme binden und so verschiedene 

Signalprozesse auslösen (Slominski und Wortsman, 2000; Roosterman et al., 2006). Die größte 

und vielfältigste Gruppe von Membranrezeptoren sind die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 

(GPCRs), die an der Regulation einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt sind 

(Lagerström und Schiöth, 2008). Dementsprechend wirkt der Großteil aller zugelassenen 

Medikamente über diese Rezeptoren. Nach der Aktivierung zeigen GPCRs eine komplexe 

Funktionalität, so dass abhängig von der zellulären Umgebung unterschiedliche Signalkaskaden 

reguliert werden können (Rosenbaum et al., 2009). G-Protein-gekoppelte Rezeptoren besitzen 

sieben hydrophobe -Helices von jeweils etwa 25 Aminosäuren, die die Zellmembran 

durchspannen (Pierce et al., 2002). Nach Bindung eines extrazellulären Liganden werden durch 

strukturelle Konformationsänderungen zytoplasmatische G-Proteine aktiviert, die dann 

verschiedenste Signalwege beeinflussen (Oldham und Hamm, 2008). Durch die Aufklärung der 

dreidimensionalen Struktur einiger GPCRs konnten wertvolle Erkenntnisse zur Ligandenbindung 
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sowie Rezeptor- und G-Protein-Aktivierung erlangt werden (Palczewski et al., 2000; Cherezov et 

al., 2007; Jaakola et al., 2008; Scheerer et al., 2008; Warne et al., 2008).

In der humanen Epidermis wurde die Expression verschiedener G-Protein-gekoppelter 

Rezeptoren nachgewiesen, die durch eine große Vielfalt von Liganden aktiviert werden können 

(Hakak et al., 2003; Vassilatis et al., 2003; Regard et al., 2008). Nach Aktivierung können diese 

Rezeptoren viele essentielle Funktionen epidermaler Keratinozyten kontrollieren (Tabelle 1-1). 

Das Hormon Somatostatin steht im Mittelpunkt dieser Arbeit. Die Rezeptoren für Somatostatin 

werden ebenfalls in der humanen Haut exprimiert, eine Regulation epidermaler Zellen durch 

Somatostatin konnte aber noch nicht nachgewiesen werden. 

Tabelle 1-1: Funktionen von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in der Epidermis  

Aufgelistet sind die unterschiedlichen zellulären Funktionen, die von epidermalen GPCRs reguliert werden 
können. Dazu sind die entsprechenden Rezeptoren und ihre Liganden (mit Literaturangaben) angegeben. Die 
Namen der Rezeptoren sind mit Abkürzungen bezeichnet. 

Funktion Rezeptoren Liganden Referenz 

B2AR Adrenalin Denda et al., 2003 
H1/2R Histamin Ashida et al., 2001 

Barriere 

D2R Dopamin Fuziwara et al., 2005 
CaSR Calcium Tu et al., 2001 
P2YR Nukleotide Greig et al., 2003 

Differenzierung 

CB1R Cannabinoide Maccarrone et al., 2003 
H1R Histamin Giustizieri et al., 2004 
CB1/2R Cannabinoide Karsak et al., 2007 

Immunantwort 

CC4/10R Chemokine Fujimoto et al., 2008 
P2Y2R Nukleotide Taboubi et al., 2007 
LPAR Lipide Sauer et al., 2004 
M3/4R Acetylcholin Chernyavsky et al., 2004 

Migration

B2AR Adrenalin Chen et al., 2002 
MC1R Melanocortin Scott et al., 2002 
B2AR Adrenalin Gillbro et al., 2004 

Pigmentierung 

H2R Histamin Yoshida et al., 2000 
P2YR Nukleotide Cook et al., 1995 
S1PR Lipide Schuppel et al., 2008 

Proliferation 

5HTR Serotonin Slominski et al., 2003 
B2AR Adrenalin Pullar et al., 2006 
OPDR Opioide Bigliardi-Qi et al., 2006 
CXC3R Chemokine Yates et al., 2009 

Wundheilung 

LPAR Lipide Demoyer et al., 2000 
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1.2 Somatostatin
Somatostatin (SST oder somatotropin release inhibiting factor, SRIF) ist ein Peptidhormon mit weit 

verbreiteter Expression (Patel, 1999). Es wird als zyklisches Peptid sezerniert (Abb. 1-4A) und 

wirkt als Neurotransmitter/–modulator und als Inhibitor von sekretorischen Prozessen sowie der 

Zellproliferation (Weckbecker et al., 2003). Diese inhibitorische Funktion von SST wurde 1968 

postuliert, indem nachgewiesen wurde, dass ein noch unbekannter Faktor aus Hypothalamus-

Rohextrakten die Wachstumshormonfreisetzung inhibieren kann (Krulich et al., 1968). 

Somatostatin konnte schließlich 1972 von der Gruppe um Roger Guillemin aus Extrakten aus 

500.000 Schafshypothalami isoliert und sequenziert werden (Brazeau et al., 1973). Guillemin 

wurde 1977 für seine Entdeckungen von Peptidhormonen im Gehirn gemeinsam mit Andrew 

Schally und Rosalyn Yalow der Nobelpreis für Physiologie und Medizin verliehen. Obwohl 

Somatostatin als inhibitorisches Hormon des Hypothalamus identifiziert wurde, konnten seitdem 

vielfältige regulatorische Funktionen in vielen unterschiedlichen Geweben nachgewiesen werden. 

So wird Somatostatin im zentralen und peripheren Nervensystem, Pankreas, 

Gastrointestinaltrakt, Immunsystem, Niere, Lunge, Herz und Haut gebildet und dient dort als 

Modulator von vielfältigen Funktionen (Polak und Bloom, 1986; O'Byrne und Carney, 1993; 

Badway und Blake, 2005; Ballian et al., 2006; Ferone et al., 2006; Viollet et al., 2008). 

Abb. 1-4: Struktur und Synthese des Peptidhormons Somatostatin 

A: Strukturformel des zyklischen Somatostatinrezeptor-Agonisten SST-14 und Sequenz des  
N-terminal verlängerten SST-28. Das Pharmakophor (Tryptophan und Lysin) ist in rot dargestellt.  
B: Durch proteolytische Prozessierung werden aus dem SST-Vorläufer verschiedene bioaktive Hormone 
gebildet. Vom Präpro-SST (116 AS) wird das Signalpeptid (SP) im ER durch eine Signalpeptidase 
abgespalten. Pro-SST (92 AS) wird im Golgiapparat C-terminal weiter prozessiert und so SST-14 gebildet. 
Alternativ zu SST-14 kann auch SST-28 oder Neuronostatin (NST) produziert werden.  

Das humane Somatostatin-Gen ist auf dem Chromosom 3 (Genlokus 3q28) lokalisiert und 

besteht aus zwei Exons (Shen und Rutter, 1984). Es kodiert für den Vorläufer 

Präprosomatostatin, aus dem die zwei Isoformen SST-14 und SST-28 gebildet werden (Abb. 

1-4B). Kürzlich wurde außerdem Neuronostatin (13 AS) als ein weiteres vom Somatostatingen 

kodiertes Hormon identifiziert (Samson et al., 2008). Allerdings konnte durch dieses keine 

Aktivierung von Somatostatinrezeptoren gezeigt werden. Die verschiedenen SST-Formen werden 
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gewebsspezifisch prozessiert und unterscheiden sich in ihrer biologischen Aktivität. Mit 

Somatostatin evolutionär verwandte Peptide sind Cortistatin (CST, 17 AS), das hauptsächlich im 

Cortex und Hippocampus exprimiert wird (de Lecea et al., 1996), sowie das Neuropeptid 

Urotensin II, das Peptid Allatostatin-C aus Insekten und Krebsen und vielfältige weitere SST-

Varianten in Knochenfischen (Tostivint et al., 2008). 

SST bindet mit hoher Affinität an SST-Rezeptoren auf Zielzellen. Die Wirkungen von SST 

werden durch dessen -Schleife (Phe-7, Trp-8, Lys-9, Thr-10) mit den zentralen Aminosäuren 

Tryptophan-8 und Lysin-9 vermittelt (Patel, 1999, Abb. 1-4A). Aufbauend auf dieses 

Pharmakophor konnten synthetische Analoga von SST entwickelt werden. In diesen werden 

zusätzlich stabile D-Aminosäuren verwendet, um die Halbwertszeit im Blutplasma zu verlängern. 

Eines dieser Analoga ist das Oktapeptid Octreotid, das als Wirkstoff für die Therapie der 

Akromegalie (hypophysärer Riesenwuchs) und bestimmter Tumoren zugelassen ist (Bauer et al., 

1982). Außerdem wurden selektive Rezeptoragonisten entwickelt, die einzelne Subtypen 

spezifisch aktivieren können. Diese SST-Analoga besitzen hohe Selektivität für die einzelnen 

Subtypen SSTR1-5 und wurden durch Molekulardesign und kombinatorische Chemie 

identifiziert. Ausgehend vom SST-Pharmakophor als Leitstrukur wurden kombinatorische 

Bibliotheken potentieller Wirkstoffe erstellt, aus denen durch Rezeptorbindungsstudien die 

verschiedenen Nicht-Peptid-Agonisten isoliert werden konnten (Rohrer et al., 1998).

Zur Untersuchung der Funktion von Somatostatin konnte in Mäusen das SST-Gen gezielt 

deaktiviert werden. Die Charakterisierung dieser SST-defizienten Mäuse zeigte keinen 

offensichtlichen Phänotyp, es konnten aber in einzelnen Organen spezifische Effekte 

dokumentiert werden. So ist in diesen Mäusen die Plasmakonzentration des Wachstumshormons 

erhöht (Low et al., 2001), allerdings hat dies keine Auswirkung auf die Körpergröße der Tiere. 

Zusätzlich führt die Defizienz von SST zu einer Erhöhung der Konzentrationen anderer 

Hormone wie Corticosteron (ACTH), deren Freisetzung aus der Hypophyse durch SST reguliert 

wird (Luque et al., 2006). Außerdem konnte anhand des SST-knock out-Modells gezeigt werden, 

dass SST im Gastrointestinaltrakt einen positiven Effekt bei der Behandlung der Gastritis besitzt 

(Zavros et al., 2003). Des Weiteren konnte eine Verringerung der Akkumulation von -Amyloid-

Peptiden, dem Hauptfaktor bei der Pathogenese der Alzheimerschen Krankheit, durch 

Somatostatin nachgewiesen werden (Saito et al., 2005). SST-defiziente Mäuse zeigen zudem 

Verhaltensauffälligkeiten beim motorischen Lernen (Zeyda et al., 2001). 
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1.2.1 Somatostatinrezeptoren 

Die Wirkungen von Somatostatin werden durch fünf Rezeptorsubtypen (SSTR1-5) vermittelt, die 

zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehören (Abb. 1-5; Moller et al., 2003). Die 

Rezeptorsubtypen wurden Anfang der 90er Jahre kloniert, was eine genaue Untersuchung der 

Ligandenbindung und beteiligter Signalwege ermöglicht hat (Tabelle 1-2). Zuerst wurden die 

Subtypen SSTR1 und SSTR2 aus menschlichen und Maus-Geweben kloniert (Yamada et al., 

1992a), danach konnten die humanen Subtypen SSTR3-5 aufgrund der Ähnlichkeit ihrer 

Sequenzen identifiziert werden (Yamada et al., 1992b; Rohrer et al., 1993; Panetta et al., 1994).  

Abb. 1-5: Primärstruktur und Membrantopologie eines Somatostatinrezeptors 

Die Rezeptorstruktur ist am Beispiel des SSTR2A dargestellt (sieben Transmembranhelices mit jeweils 3 
extrazellulären (ECL) und intrazellulären (ICL) Schleifen). Die Bindung von SST findet an den N-
Terminus sowie extrazelluläre Bereiche und die Bindung von G-Proteinen an die intrazellulären Regionen 
(ICL 2/3) statt. Wichtige Sequenzen für die Aktivierung sind das DRY-Motiv in ICL2 sowie das NPILY-
Motiv in TM7. Abstände von zehn Aminosäuren sind jeweils grün markiert. Glykosylierungsstellen sind 
blau, Phosphorylierungsstellen violett dargestellt. Außerdem ist die extrazelluläre Disulfidbrücke zwischen 
ECL1 und ECL2 sowie ein palmitoyliertes Cystein in der intrazellulären Helix 8 dargestellt (modifiziert 
nach Weckbecker et al., 2003). 

Die Rezeptoren weisen untereinander hohe Sequenzhomologien auf (39-57% Identität der 

Aminosäurensequenz, mit der größten Ähnlichkeit in den Transmembrandomänen). Die 

einzelnen Rezeptorsubtypen sind zu 81-98% zwischen verschiedenen Spezies konserviert 

(Weckbecker et al., 2003). Die kodierenden Gene für die Subtypen SSTR1/3/4/5 besitzen wie 
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die meisten Gene der GPCRs keine Introns (Gentles und Karlin, 1999), nur das Gen für den 

SSTR2 besitzt ein kryptisches Intron am 3’-Ende der Kodierregion, so dass durch alternatives 

Spleißen zwei Varianten (der ungespleißte SSTR2A und der C-terminal verkürzte SSTR2B) 

auftreten können (Patel et al., 1993). SST-Rezeptoren werden als Rhodopsin-ähnliche GPCRs 

klassifiziert und werden phylogenetisch in den SOG (SST/Opioid/Galanin)-Cluster eingeordnet 

(Fredriksson et al., 2003). Alle Somatostatinrezeptoren besitzen eine charakteristische 

Signatursequenz in der siebten Transmembrandomäne (YANSCANPI/VLY, Abb. 1-5) und ein 

PDZ-Bindemotiv am C-Terminus zur Bindung von intrazellulären Signal- und Adapterproteinen. 

Tabelle 1-2: Charakteristika der humanen Somatostatinrezeptoren 

Für die verschiedenen Subtypen ist angegeben: die humane chromosomale Lokalisation, die Länge der AS-
Primärsequenz, die Bindungsaffinität (Ki für radioaktiv markierte Agonisten, in nM) für SST-14, SST-28 
sowie Cortistatin-17 und die Bezeichnung synthetischer Agonisten mit deren Subtypselektivität (aus Patel und 
Srikant, 1994b; Weckbecker et al., 2003).  

 SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5 

Genlokus 14q13 17q24 22q13.1 20p11.2 16p13.3 

Aminosäuren 391 369/356 418 388 364 

Affinität (nM)   SST-14 1,1 1,3 1,6 0,53 0,9
                       SST-28 2,2 4,1 6,1 1,1 0,07
                       CST-17 7 0,6 0,6 0,5 0,4 

Synthetische Agonisten L-817,818

L-797,591

CH-275

L-779,976

Octreotid

BIM23027 

L-796,778 

Octreotid

CH-275

L-803,087

NNC269100

L-817,818

Octreotid

BIM23268

Auch für die Rezeptoren SSTR1-5 wurden genetisch defiziente Mausmodelle generiert. Alle SST-

Rezeptor-defizienten Mausmodelle sind ebenso wie die SST-Nullmutante sowohl lebensfähig und 

gesund als auch fertil. Dies ist wahrscheinlich in einer funktionellen Redundanz der 

verschiedenen Rezeptorsubtypen begründet. So konnte in verschiedenen Geweben die 

Kompensation einer SSTR-Defizienz durch verstärkte Expression anderer Subtypen 

nachgewiesen werden (Zeyda und Hochgeschwender, 2008). Durch die Untersuchung des 

SSTR1-defizienten Mausmodells konnte die Bedeutung dieses Subtypes bei der Inhibition der 

Wachstumshormonsekretion aus der Hypophyse nachgewiesen werden (Kreienkamp et al., 1999). 

Des Weiteren konnten SSTR1-spezifische Effekte in der Retina und im Pankreas nachgewiesen 

werden (Dal Monte et al., 2003; Wang et al., 2006). Die Auswirkungen der SSTR2-Defizienz 

wurden ebenfalls in mehreren Geweben untersucht (allerdings ist dabei keine Unterscheidung der 

beiden Spleißvarianten möglich). SSTR2 inhibiert spezifisch die Freisetzung von GHRH (growth
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hormone releasing hormone, Somatoliberin) im Hypothalamus (Zheng et al., 1997) und die 

Freisetzung von Glucagon im Pankreas (Strowski et al., 2000). Dieser Subtyp ist auch 

hauptsächlich für die Inhibierung der Sekretion von Magensäure verantwortlich (Martinez et al., 

1998) und wirkt anti-inflammatorisch durch Deaktivierung von Monozyten und Makrophagen 

(Perez et al., 2003). Außerdem zeigen SSTR2-knock out-Mäuse Einschränkungen im motorischen 

Verhalten (Viollet et al., 2000). Die SSTR3- und SSTR4-knock out-Mausmodelle sind noch relativ 

wenig charakterisiert, aber es gibt Hinweise auf eine Verringerung von Gedächtnis- und 

Lernleistungen (Zeyda et al., 2008). SSTR5-defiziente Mäuse wurden hauptsächlich auf 

Funktionen im endokrinen Pankreas untersucht, so hemmt der SSTR5 spezifisch die 

Insulinfreisetzung (Strowski et al., 2003).

Die stärkste SSTR-Expression findet sich im Gehirn (Hippocampus, Cortex, Cerebellum), der 

Hypophyse und im Pankreas (Schindler et al., 1996; Epelbaum et al., 1998; Strowski und Blake, 

2008). Die SST-Rezeptoren werden ebenfalls in vielen Epithelien exprimiert. So ist eine 

Expression für das Magenschleimhautepithel, das Prostatadrüsenepithel, das retinale 

Pigmentepithel und das Nierenepithel gezeigt (Le Romancer et al., 1996; Klisovic et al., 2001; 

Dizeyi et al., 2002; Bhandari et al., 2008).

1.2.2 Signaltransduktion durch Somatostatinrezeptoren 

Alle SST-Rezeptorsubtypen sind an inhibitorische G-Proteine gekoppelt (Law et al., 1991) und 

lösen nach Aktivierung durch SST eine Inhibition der Adenylatzyklase aus (Patel et al., 1994a; 

Abb. 1-6). Über die Beeinflussung des second messenger cAMP können dann vielfältige Effekte 

reguliert werden, so z. B. häufig die Inhibition von Sekretionsprozessen oder der Zellproliferation 

(Csaba und Dournaud, 2001). Ein weiterer zentraler Signaltransduktionsweg, der durch SST 

beeinflusst wird, ist der MAP-Kinase-Signalweg (Bito et al., 1994; Florio et al., 1999). Allerdings 

gibt es Unterschiede in der Modulation zwischen verschiedenen SSTR-Subtypen und 

Zellsystemen. So kann nach SST-Stimulation sowohl eine Aktivierung als auch eine Inhibition 

der MAP-Kinase-Kaskade ausgelöst werden. MAP-Kinasen können zudem entweder direkt 

durch SSTRs moduliert oder indirekt durch SSTR-aktivierte Phosphatasen reguliert werden 

(Cervia und Bagnoli, 2007). Darüberhinaus regulieren SST-Rezeptoren verschiedene Ca2+- und 

K+-Kanäle und aktivieren Na+/H+-Austauscher (Barber et al., 1989; Wang et al., 1989; Meriney et 

al., 1994; Kreienkamp et al., 1997). Ebenso können die Phospholipase C und die 

Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) durch SST-Rezeptoren aktiviert werden (Murthy et al., 1996; 

Bousquet et al., 2006). 
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Abb. 1-6: Beispiel der SST-vermittelten Signaltransduktion durch heterotrimere G-Proteine 

Die Ligandenbindung an SSTRs führt zum GDP/GTP-Austausch von inhibitorischen G-
Proteinuntereinheiten (G i) und deren Aktivierung und Dissoziation vom Rezeptor. Die resultierende 
Inhibierung der Adenylatzyklase durch G i senkt den intrazellulären cAMP-Spiegel. Dies beeinflusst meist 
die Aktivität der Proteinkinase A, die wiederum die Phosphorylierung verschiedener Zielproteine 
beeinflussen kann (modifiziert nach Pierce et al., 2002). 

Die Modulation dieser Signalwege nach Rezeptoraktivierung hat unterschiedliche zelluläre 

Auswirkungen. Die Inhibition des intrazellulären cAMP- oder Ca2+-Spiegels führt zu einer 

Verringerung der Sekretion. Dies wird durch alle Rezeptorsubtypen in sekretorischen Zellen 

ausgelöst (Heisler et al., 1982; Luini et al., 1986; Olias et al., 2004). Ebenfalls führt die 

Aktivierung aller Subtypen zu einer Inhibition des Zellwachstums in verschiedenen Zellsystemen 

(Bousquet et al., 2004). Daran ist eine sekundäre, langfristige Inaktivierung von MAP-Kinasen 

durch eine Aktivierung von Phosphotyrosinphosphatasen beteiligt (Pan et al., 1992; Florio, 2008). 

Die Subtypen SSTR2/3 besitzen zudem eine pro-apoptotische Wirkung durch die Modulation 

von Caspasen und dem Tumorsuppressor p53 (Sharma et al., 1996; Liu et al., 2000; Guillermet et 

al., 2003). Nach SSTR-Aktivierung können auch immunologische und inflammatorische 

Mechanismen reguliert werden. So wird durch SST-Rezeptoren die Freisetzung von Zytokinen 

(wie Interferonen und Interleukinen) inhibiert (Karalis et al., 1994; Peluso et al., 1996; Krantic, 

2000). Ebenfalls konnte ein Einfluss von SST auf die Zellmotilität bestätigt werden, so inhibieren 

SSTR-Agonisten die Migration von Prostatakarzinomzellen sowie Lungenfibroblasten (Benali et 

al., 2000; Buchan et al., 2002; Sun et al., 2007). Zusätzlich wurde eine Rolle von Somatostatin bei 

der Regulation der neuronalen Migration nachgewiesen (Yacubova und Komuro, 2002). 
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Nach Ligandenbindung an SST-Rezeptoren können ebenso G-Protein-unabhängige Signalwege 

aktiviert werden (Bockaert und Pin, 1999; Brzostowski und Kimmel, 2001; Milligan und White, 

2001). So besitzen alle SSTRs am intrazellulären C-Terminus PDZ-Bindemotive, mit denen sie 

mit PDZ-Domänen-Proteinen interagieren. In epithelialen Zelllinien wie MDCK (Madin-Darby 

canine kidney)-Zellen kann der Somatostatinrezeptor 3 (SSTR3) über die Interaktion mit dem 

zytoplasmatischen TJ-Protein MUPP1 die Permeabilität von TJs regulieren (Liew et al., 2009).

Die antisekretorischen, antiproliferativen, antimigratorischen sowie immunsuppressiven 

Eigenschaften von Somatostatin werden in klinischen Therapien ausgenutzt. Dabei ist eine 

pharmakologische Intervention mit SSTR-Agonisten bei der Pathogenese von neuroendokrinen 

Erkrankungen wie Akromegalie (Lamberts et al., 1985), zur Tumorsuppression (Schally, 1988), 

sowie zur Behandlungen von inflammatorischen Krankheiten wie rheumatischer Arthritis, 

multipler Sklerose oder Psoriasis möglich (Weber et al., 1982; Weckbecker et al., 2003). 

Die Somatostatinrezeptoren besitzen eine besondere medizinische Relevanz sowohl bei der 

Diagnose als auch bei der Behandlung unterschiedlicher Tumore (Reubi, 2003). So ist eine starke 

Überexpression von SST-Rezeptoren (besonders SSTR2) in neuroendokrinen Tumoren, sowie in 

Brust-, Prostata- und Lungenkarzinomen beschrieben (Volante et al., 2008). Durch die 

spezifische SSTR-Expression in Tumoren wird eine gezielte Detektion (in vivo Rezeptor-

Szintigraphie) durch Radionuklid-markierte SST-Analoga möglich (Lamberts et al., 1994). 

Darüber hinaus erlaubt die SSTR-Radiotherapie eine spezifische Tumorbehandlung unter 

weitgehender Schonung von umliegendem gesundem Gewebe (van Essen et al., 2009). Durch 

Kopplung von Radio- oder Chemotherapeutika an SST-Analoga kann eine spezifische 

Anreichung dieser zytotoxischen Therapeutika in rezeptorüberexprimierenden Tumorzellen 

erreicht werden (Stolz et al., 1998; Grotzinger und Wiedenmann, 2004). Zudem wird durch die 

therapeutische SSTR-Aktivierung das Tumorwachstum deutlich gehemmt. Eine antineoplastische 

Wirkung von Somatostatinanaloga konnte in verschiedenen Tumorzelllinien, in experimentellen 

Mausmodellen und in klinischen Studien gezeigt werden (Pyronnet et al., 2008).  

1.2.3 Somatostatin und Somatostatinrezeptoren in der Haut 

Die Expression von Somatostatin in der kutanen Epidermis wurde durch immunhistologische 

Untersuchungen und Radioimmunassays gezeigt (Gaudillere et al., 1997). Außerdem konnte eine 

vereinzelte SST-Expression durch neuroendokrine Merkelzellen in unbehaarter Haut der Hand- 

bzw. Fußinnenflächen beschrieben werden (Fantini et al., 1995). Somatostatin wird bei 

Krankheiten, die durch Störungen der Hautbarriere gekennzeichnet sind (beispielsweise 
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Psoriasis), verstärkt exprimiert (Talme et al., 1999). Die fünf SSTR-Subtypen wurden in 

immunhistologischen Untersuchungen in allen lebenden Schichten der Epidermis lokalisiert 

(Hagströmer et al., 2006). Zudem wurden die Subtypen SSTR2 und SSTR3 auf dermalen 

Fibroblasten detektiert (Gaudillere et al., 1999). Außerdem regulieren SST-Rezeptoren epidermal-

dermale Nozirezeptoren und somit die Schmerzempfindung in der Haut (Chrubasik et al., 1984; 

Carlton et al., 2001; Pinter et al., 2006).  

1.3 Ziel der Arbeit 

Hormonrezeptoren regulieren wichtige physiologische Funktionen von Keratinozyten, den 

vorherrschenden Zellen in der kutanen Epidermis. Durch immunhistologische Untersuchungen 

konnte gezeigt werden, dass sowohl das Peptidhormon SST als auch die Rezeptoren SSTR1-5 in 

der humanen Haut vorhanden sind. Die funktionelle Bedeutung von Somatostatin in der 

Epidermis ist aber noch ungeklärt. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb zunächst die Genexpression von SST und die Existenz 

möglicher SST-produzierenden Zellen in der humanen Epidermis nachgewiesen, sowie die 

Expression der verschiedenen SSTR-Subtypen charakterisiert werden. Daraufhin sollte die 

Funktionalität dieser endogenen Rezeptoren in Keratinozyten bestätigt werden. Als nächster 

Schritt sollte der Einfluss der SSTR-Aktivierung auf essentielle Funktionen von Keratinozyten 

untersucht werden. So sollte die Regulation der parazellulären Barriere, die durch Tight Junctions 

gebildet wird, nach SSTR-Aktivierung bestimmt werden. Ebenfalls sollte der Einfluss von SST 

auf das Wachstum sowie die Motilität von Keratinozyten untersucht werden. Dieses kann zudem 

Rückschlüsse auf die Beteiligung von SST bei der epidermalen Wundheilung geben. 

Abschließend sollten die beteiligten intrazellulären Signalwege nach der SST-Rezeptoraktivierung 

identifiziert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material 
Chemikalien und Enzyme wurden im Reinheitsgrad „reinst“ oder „p.a.“ bezogen. Wenn nicht 

anders angegeben, wurden alle Puffer und Lösungen in aqua bidest. angesetzt. 

2.1.1 Bakterienstämme, eukaryotische Zelllinien und Primärzellen 

Es wurden Escherichia coli -Bakterien vom Stamm TOP10F’ oder DH10B (Invitrogen) und zur 

Expression von rekombinanten Proteinen vom Stamm BL21(DE3)-CodonPlus (Stratagene) 

verwendet. Für die eukaryotische Zellkultur wurden primäre Keratinozyten und die 

Keratinozytenzelllinie HaCaT (DKFZ, Heidelberg) genutzt. Primäre humane Keratinozyten 

wurden aus neonataler Vorhaut (oder aus adulten Gewebebiopsien) isoliert. Für Wundheilungs-

experimente wurden Biopsien aus Schweineohren entnommen. Das Gewebe stammte von etwa 

sechs Monate alten Hausschweinen (Sus scrofa domestica, Kreuzung aus Yorkshireschwein und 

deutschem Edelschwein) und wurde direkt nach der Schlachtung verwendet. 

2.1.2 Material für molekularbiologische Arbeiten 

Agarose Invitrogen (Karlsruhe) 
Restriktionsendonukleasen Promega (Mannheim) 
T4 DNA Ligase Invitrogen (Karlsruhe) 
PfuTurbo DNA Polymerase Stratagene (Heidelberg) 
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen (Hilden) 
DNase I Roche (Mannheim) 
RNase A Roche (Mannheim) 
Ampicillin Sigma (Taufkirchen) 
Chloramphenicol Sigma (Taufkirchen) 
Kanamycinsulfat Fluka (Steinheim) 
Ethidiumbromid Merck (Darmstadt) 
DNA-Größenstandards NEB (Frankfurt) 
RNeasy Kit Qiagen (Hilden) 
Gene Pool Skin Human Normal cDNA Invitrogen (Karlsruhe) 
PIQOR cDNA Microarrays Miltenyi (Bergisch-Gladbach) 
iScript cDNA Kit Biorad (München) 
iCycler iQ Supermix Biorad (München) 
Tri-Reagenz Sigma (Taufkirchen) 
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2.1.3 Material für proteinbiochemische Arbeiten 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth (Karlsruhe) 
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20) Roth (Karlsruhe) 
Triton X-100 Sigma (Taufkirchen) 
Acrylamid/Bisacrylamid (AA/BAA, 30 %/0,8 %) Biorad (München) 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma (Taufkirchen) 
Ammoniumpersulfat (APS)  Sigma (Taufkirchen) 
Dithiothreitol (DTT) Pierce (Bonn) 
Coomassie Brilliant Blue Serva (Heidelberg) 
Proteaseinhibitoren ICN Biomedicals (Eschwege) 
Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche (Mannheim) 
Precision Plus Dual Color Prestained Standard Biorad (München) 
PageRuler Prestained Protein Ladder Plus Fermentas (St. Leon) 
Isopropyl- -D-thiogalactosid (IPTG) Gerbu Biotechnik (Gaiberg) 
Isobutylmethylxanthin (IBMX) Sigma (Taufkirchen) 
Protan Nitrozellulose-Membranen  Whatman (Dassel) 
Restore Western Blot Stripping Puffer Pierce/Perbio (Bonn) 
Tetramethylbenzidin (TMB) Sigma (Taufkirchen 
Bromphenolblau Sigma (Taufkirchen) 
Whatman-3MM-Chromatographie-Papier Whatman (Maidstone, UK) 
-Mercaptoethanol Merck (Darmstadt) 

Pierce ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific (Schwerte) 
Immun-Star WesternC ECL Detection Biorad (München) 
Cronex 5-Röntgenfilme Agfa (Mortsel, Belgien) 
Bradford Protein Assay Biorad (München) 
Glutathion Merck (Darmstadt) 
Glutathione Sepharose 4B GE Healthcare (München) 
Protein A/G-Sepharose Santa Cruz (Heidelberg) 
Dimethylpimelimidat Sigma (Taufkirchen) 
NHS-Sepharose GE Healthcare (München) 
cAMP XS+ HitHunter Kit GE Healthcare (München) 

2.1.4 Zellkulturmedien und Zusätze 

Dulbecco´s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) Invitrogen (Karlsruhe) 
KGM (Keratinocyte Growth Medium) 154 Cascade Biologics (Karlsruhe) 
KGM Dermalife Lifeline Celltech (St. Katharinen) 
Ham’s F12 Invitrogen (Karlsruhe) 
MCDB 153  Invitrogen (Karlsruhe) 
Albumin aus Rinderserum (BSA)  Sigma (Taufkirchen) 
Fötales Rinderserum (FCS) Invitrogen (Karlsruhe) 
Penicillin/Streptomycin Invitrogen (Karlsruhe) 
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Trypsin  Invitrogen (Karlsruhe) 
Dimethylsulfoxyd (DMSO) Serva (Heidelberg) 
Paraformaldehyd Roth (Karlsruhe) 
Calciumchlorid Sigma (Taufkirchen) 
Hydrocortison Sigma (Taufkirchen) 
Insulin Sigma (Taufkirchen) 
Vitamin C Sigma (Taufkirchen) 
Kollagen I  Sigma (Taufkirchen) 

2.1.5 Sonstige Chemikalien 

Somatostatin-14 (SST) Bachem (Weil am Rhein) 
Forskolin (FSK) Sigma (Taufkirchen) 
Lysophosphatidylsäure (LPA) Sigma (Taufkirchen) 
SSTR-Agonisten sst2,3,4,5/1 Merck (Rahway, New Jersey) 
Pertussistoxin Merck (Darmstadt) 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck (Darmstadt) 
Trizma Base (Tris) Sigma (Taufkirchen) 
Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) GE Healthcare (München) 
Hämatoxylin Merck (Darmstadt) 
Eosin Chroma (Münster) 
Kristallviolett Serva (Heidelberg) 
Fluorsave Calbiochem (Darmstadt) 
Fluoromount-G Southern Biotech (Eching) 
Natriumchlorid (NaCl) Baker (Deventer) 
Ethanol  Geyer (Hamburg) 
Methanol  Baker (Deventer) 
Isopropanol  Merck (Darmstadt) 
Salzsäure (HCl) Merck (Darmstadt) 
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma (Taufkirchen) 

2.1.6 Plasmide
Tabelle 2-1: Übersicht über die verwendeten Vektoren 

Name Eigenschaften Referenz 

pGEX-6P1-SSTR3[50C] Ampr, GST-Fusionsprotein Liew et al., 2009 

pGEX-2TK-PAK1[PBD] Ampr, GST-Fusionsprotein Benard et al., 1999 

pcDNA3-T7-mSSTR5-hSSTR3 Ampr, T7-Epitop Liew et al., 2009 

pXMD-MUPP1 Ampr Ullmer et al., 1998 
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2.1.7 Antikörper
Tabelle 2-2: Übersicht über die verwendeten Antikörper 

Es ist der Name des Antikörpers, das Antigen, der Wirtsorganismus für die Herstellung des Antikörpers und die 
Bezugsfirma angegeben. Die jeweils verwendete Verdünnung ist für Westernblot (WB) und/oder Immunfluoreszenz 
(IF) angegeben. Für Sekundärantikörper ist zusätzlich das Konjugat beschrieben. 

Primärantikörper Antigen hergestellt in Verdünnung Hersteller 
anti-hSSTR3 C-terminales SSTR3-

Peptid 
(CQERPPSRVA) 

Meerschweinchen WB 1:1000  
IF 1:100

diese Arbeit 

anti-hSSTR3 GST-Fusionsprotein  
(C-terminale 50 AS) 
GST-hSSTR3[50C]

Kaninchen WB 1:500  
IF 1:50

diese Arbeit 

anti-SST natives Somatostatin Maus IF 1:100 Biomeda (#V1169) 
anti-MUPP1 MUPP1-PDZ10 Kaninchen WB 1:1000  

IF 1:100 
Liew et al., 2009 

anti-CK20 Keratin 20 –C-Term. Kaninchen IF 1:400 Epitomics (#2039) 
anti-S100 S100 (bovin) Kaninchen IF 1:800 Progen (#16100) 
anti-ERK1/2 ERK1/2-Peptid Kaninchen WB 1:1500 Cell Signaling (#9102) 
anti-pERK1/2 synthetisches ERK-

Phospho-Peptid 
(Thr202/Tyr204) 

Maus WB 1:1500 Cell Signaling(#9106) 

anti-Claudin4 Claudin4-Peptid Maus WB 1:500 Invitrogen (#3E2C1) 
anti-Tubulin natives Tubulin Maus WB 1:5000 Abcam (#ab7291) 
anti-Vinculin natives Vinculin Maus IF 1:800 Sigma (#V9131)  
anti-Rac1 natives Rac1 Maus WB 1:1000 BD Biosciences 

(#610650)

Sekundärantikörper Konjugat hergestellt in Verdünnung Hersteller 
anti-Maus-HRP Meerrettichperoxidase Schaf WB 1:5000 GE Healthcare 

anti-Kaninchen-HRP Meerrettichperoxidase Esel WB 1:5000 GE Healthcare 
anti-Maus-A488 Alexa-Fluor 488 Ziege IF 1:2000 Invitrogen 
anti-Maus-A546 Alexa-Fluor 546 Ziege IF 1:2000 Invitrogen 
anti-Meerschwein-A488 Alexa-Fluor 488 Ziege IF 1:2000 Invitrogen 
anti-Kaninchen-A488 Alexa-Fluor 488 Ziege IF 1:2000 Invitrogen 
anti-Maus-Cy3 Cyanin3 Ziege IF 1:400 Dianova 
anti-Kaninchen-Cy3 Cyanin3 Ziege IF 1:400 Dianova 

Fluorophor Verdünnung Hersteller 
Phalloidin- MFP547 IF 1:1000 MoBiTec 
DAPI IF 1:5000 GE Healthcare 

Tabelle 2-3: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe 

Fluoreszenzfarbstoff Anregungswellenlänge Emissionswellenlänge 

Alexa-Fluor 488 495 nm 519 nm 
Alexa-Fluor 546 556 nm 573 nm 
Cyanin3 550 nm 570 nm 
MFP547 557 nm 574 nm 
4 ,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) 358 nm 461 nm 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Anzucht und Lagerung von E. coli
Für die Anzucht von Escherichia coli wurde LB-Medium mit Einzelkolonien von einer Agarplatte 

oder aus einer Flüssigvorkultur beimpft und über Nacht bei 37°C und 220 U/min im 

Schüttelinkubator inkubiert bzw. Bakteriensuspensionen auf Agarplatten ausgestrichen. 

Agarplatten mit Bakterienkolonien können bei 4°C ca. 4 Wochen gelagert werden. 

LB (lysogeny broth)- Vollmedium : 10 g/l Bacto-Trypton, 10 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt (pH 7) 

LB- Plattenagar: LB-Medium, 15 g/l Bacto-Agar 

2.2.2 Herstellung kompetenter Bakterienstämme 

Zur Herstellung von kompetenten Bakterienzellen wurde eine 5 ml E. coli- Vorkultur (TOP10F’) 

in LB-Medium angeimpft und ü. N. bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Am Folgetag wurde 200 

ml LB-Medium mit 2 ml der Vorkultur angeimpft und ebenfalls bei 37°C und 220 U/min 

kultiviert. Sobald eine optische Dichte (Messwellenlänge: 600 nm) von 0,3 – 0,4 erreicht war, 

wurde die Zellsuspension für 20 min auf Eis gelagert und anschließend bei 1200 g und 4°C für 10 

min abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 20 ml eiskaltem TSS resuspendiert, 

aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

Transformations- und Lagerungslösung TSS (transformation and storage solution):

85% LB-Medium, 10% (w/v) PEG 3350, 5% (v/v) DMSO, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4

2.2.3 Transformation kompetenter E. coli- Zellen mit Plasmid-DNA 

Zur Transformation von E. coli wurden 100 µl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut, mit 10-

300 ng Plasmid-DNA in KCM-Puffer versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem 

zweiminütigem Hitzeschock bei 42°C wurden 800 µl LB-Medium zugefügt und die 

Zellsuspension bei 37°C für 60 min unter Schütteln inkubiert. Die Zellen wurden danach bei 

13000 U/min für 1 min abzentrifugiert, der Überstand bis auf ca. 100 µl abgenommen und die 

Zellen in dem Restüberstand resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf einer selektiven LB-

Agarplatte mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

5x KCM: 0,5 M KCl, 0,15 M CaCl2, 0,25 M MgCl2

Antibiotika: Ampicillin (150 mg/l Medium), Chloramphenicol, (50 mg/l), Kanamycin (25 mg/l) 

2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA 

Plasmid-DNA wurde mittels der Minipräparations-Methode isoliert, die auf dem Prinzip der 

alkalischen Lyse basiert. Dazu wurden E. coli- Übernachtkulturen erstellt und 1,5 ml dieser Kultur 

für 1 min bei 13.000 U/min in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen 

wurden in 100 µl kalter Lösung I durch Vortexen resuspendiert. Danach wurden 200 µl Lösung 
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II zugegeben, und die Suspension wurde durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Nach 

Inkubation für 5 Min. bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 300 µl Lösung III. Der 

Ansatz wurde gut geschüttelt, für 5-10 Min. auf Eis inkubiert und 5 Min. bei 13.000 U/min 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde in neue Gefäße überführt, die DNA mit 350 µl 

Isopropanol gefällt, 5 Min. bei 13.000 U/min abzentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Danach erfolgte eine zweimalige Reinigung durch Zugabe von 500 µl 70% Ethanol und 

anschließender Zentrifugation. Der Ansatz wurde noch einmal für 5 Min. bei 13.000 U/min 

abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet 5-10 Min. bei 37°C getrocknet. 

Schließlich wurde die isolierte Plasmid-DNA in bidest. H2O oder 1x TE aufgenommen und bei -

20°C gelagert. Plasmid-DNA in höheren Mengen für die Transfektion eukaryotischer Zellen 

(Midipräparation) wurde nach alkalischer Lyse der Zellen mit den Materialien der Firma 

Macherey & Nagel nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Danach wurde die DNA in bidest. 

H2O resuspendiert und nach Einstellung der Konzentration (auf 1 µg/µl) bei –20°C aufbewahrt. 

Lösung I: 50 mM Glukose; 25 mM Tris-HCl, pH 8; 10 mM EDTA 

Lösung II: 0,2 N NaOH; 1 % SDS 

Lösung III: 4 M Kaliumacetat; 2 M Essigsäure 

TE/RNase-Puffer: 100 µg/ml RNase in 1x TE 

1x TE: 10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 7,5 

2.2.5 Isolierung von RNA 

Zur RNA-Isolierung wurden Gewebebiopsien oder kultivierte primäre Keratinozyten mit 1 ml 

Tri-Reagenz homogenisiert. Das Lysat wurde bei RT inkubiert und mit 200 µl Chloroform 

gemischt. Nach 15 min Zentrifugation wurde die obere wässrige Phase in 0,5 ml Isopropanol 

überführt. Die RNA wurde 1 Stunde bei -20°C gefällt und bei 10.000 g zentrifugiert, mit 1 ml 

75% Ethanol gewaschen, das Pellet nach Zentrifugation luftgetrocknet und in RNase-freiem 

Wasser aufgenommen. Die RNA wurde nach weiterer Aufreinigung über RNeasy-Säulen 

(Qiagen) und anschliessender Konzentrationsbestimmung im Spektralphotometer (NanoDrop) 

bei –80°C gelagert.

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe wurde die horizontale Agarose-

Gelelektrophorese durchgeführt. Dazu wurde Agarose in TAE-Puffer aufgekocht, nach 

Abkühlen Ethidiumbromid zugegeben, in einen Gelträger mit Probenkamm gegossen und das 

Gel mit TAE-Puffer überschichtet. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt 

und mit Größenstandard in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter 
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Spannung von 8 bis 12 V pro Zentimeter Gellänge. Die Detektion der aufgetrennten DNA-

Fragmente geschah auf einem UV-Transilluminator bei 254 nm.

TAE-Puffer: 100 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8,0 (eingestellt mit Acetat) 

Ethidiumbromid: 1:1.000 verdünnt, 1 l/10 ml Gel 

DNA-Probenpuffer (5x): 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 30% Glycerin in 1x TAE 

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Zur exponentiellen Amplifikation spezifischer DNA-Fragmenten wurde die PCR (polymerase chain 

reaction) in einem Thermocycler mit dreistufigem Reaktionszyklus durchgeführt. Es wurden 5-

100 ng Matrizen-DNA mit je 10-50 pmol Primer und 2,5 U Polymerase verwendet. Diese wurden 

mit 10x PCR-Puffer, Desoxynukleotiden (400 µM je Nukleotid) und H2O auf ein 

Reaktionsvolumen von 50 µl gebracht. Nach der Denaturierung des PCR-Ansatzes (2 Min., 

94°C) wurden 30 Zyklen aus Denaturierung (30 Sek., 94°C), Anlagerung der Primer (30 Sek., 55-

65°C) und Polymerisation (1-5 Min., 72°C) durchlaufen. Die Anlagerungstemperatur richtete sich 

nach den Schmelzpunkten der beiden verwendeten Oligonukleotide, die Zeit für die 

Polymerisation nach der Länge des herzustellenden DNA-Fragments.

Zur Bestimmung von relativen mRNA-Mengen wurde nach reverser Transkription in cDNA 

eine quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR) durchgeführt, bei der Intensitäten fluoreszierender 

Sonden während der exponentiellen Phase der PCR gemessen werden können. Für die cDNA-

Synthese wurden jeweils 3 µg isolierte RNA mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad) revers 

transkribiert. Zur Real-Time-PCR wurden Taqman-Expressionsassays (Applied Biosystems) 

eingesetzt, bestehend aus spezifischen Primern sowie Fluorophor- und Quencher-markierten 

Taqman-Sonden (SSTR1: Hs00265617_s1, SSTR2: Hs00265624_s1, SSTR3: Hs00265633_s1, 

SSTR4: Hs01566620_s1, SSTR5: Hs00265647_s1, SST: Hs00356144_m1). Die PCR wurde mit 

jeweils 100 ng cDNA in einem iCycler iQ5 (BioRad) durchgeführt, als endogene Referenz 

wurden 18S-rRNA-Sonden (Hs99999901_s1) verwendet. 

2.2.8 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen erfolgten nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode mit dem ABI 

PRISM Big Dye Terminator Kit und dem Sequenzierungsgerät ABI PRISM 377 DNA Sequenzer 

(Applied Biosystems).  

Im Terminator-Mix des Sequenzier-Kits waren die Polymerase AmplitaqFS, dNTPs und 

fluorophormarkierte ddNTPs enthalten. Ein Sequenzieransatz bestand aus 2 µl Terminator-Mix, 

0,5 - 1 µg Plasmid-DNA und 10 pmol Sequenzierprimer in einem Volumen von 10 µl. Zur 

Amplifikation wurden nach 1 min Denaturierung (96°C) 26 Zyklen (20 Sek. bei 96°C, 5 Sek. bei 
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50°C, 4 min bei 60°C) durchlaufen. Danach wurde die DNA-Lösung mit 55 µl 100 % Ethanol 

und 2 µl Natriumacetat (3 M) für 15 Minuten bei 13000 U/min gefällt, mit 150 µl 70 % Ethanol 

gewaschen und gefällt und bei 37 °C für die anschließende Kapillarelektrophorese luftgetrocknet.

2.2.9 Microarray-Expressionsstudien 

Zur Untersuchung der spezifischen Genregulation nach einer Stimulation von kultivierten Zellen 

wurden cDNA-Microarrays verwendet. Dabei kann die mRNA-Expression zweier 

unterschiedlicher RNA-Präparationen aus unbehandelten Kontrollzellen und den behandelten 

Zellen verglichen werden. Dazu werden die erhaltenen RNA-Proben in cDNA umgeschrieben 

und dabei mit unterschiedlichen Fluorophoren markiert. Nach der Hybridisierung beider cDNA-

Proben auf einen einzelnen Microarray können relative mRNA-Änderungen aus dem Verhältnis 

der Fluoreszenzsignale für jedes einzelne Gen auf dem Array bestimmt werden.  

Dazu wurden PIQOR-Microarrays (Miltenyi Biotec) mit individueller Spotbelegung eingesetzt. 

Diese Arrays bestehen aus jeweils vierfach aufgebrachten, 200-300 bp langen humanen sense-

cDNA-Fragmenten von 1282 unterschiedlichen hautrelevanten Genen (mit zusätzlichen 

Kontroll-cDNAs). Zur Markierung und Detektion der Proben-cDNAs wurde das Micromax-

TSA-Kit (PerkinElmer) verwendet. Für die cDNA-Transkription und –Markierung wurden 

jeweils 2 µg RNA (Kontrolle / Probe) revers transkribiert und mit Fluoresenz-Nukleotiden 

markiert. Dazu wurden 2 µg RNA, 1 µl Fluoreszenznukleotide (Kontrolle: Biotin, Probe: 

Fluorescein), 2 µl Primer, 1 µl Reaktionsmix in RNase-freien H2O (ad. 20 µl) gemischt, die RNA 

für 10 min bei 65°C denaturiert, mit 2 µl AMV reverse Transkriptase (+ RNase Inhibitor) für 60 

min bei 42°C transkribiert. Die Reaktion wurde durch 2,5 µl 0,5 M EDTA (pH 8) abgestoppt und 

die RNA durch 2,5 µl 1 N NaOH 30 min bei 65°C hydrolysiert und anschließend durch 6,5 µl 1 

M Tris-HCl (pH 7,5) neutralisiert. Die cDNA wurde mit Micron YM-100-Säulen (Millipore) 

aufgereinigt, die Probe in einer Vakuumkühlfalle auf 1 µl eingeengt und mit 15 µl 

Hybridisierungspuffer (Miltenyi) versetzt. Zur Hybridisierung und Detektion wurden die 

Microarrays bei 96°C denaturiert und in 96% Ethanol gewaschen. Danach wurde der Microarray 

in feuchter Hybridisierungskammer bei 65°C für 45 min mit Prähybridisierungslösung inkubiert. 

Die cDNA der Kontrolle und Probe wurde zusammengegeben, auf dem Array verteilt und mit 

blasenfrei aufgelegtem Deckglas in feuchter Hybridisierungskammer bei 65°C über Nacht 

inkubiert. Danach wurden die Microarrays in W1- bzw. W2-Puffer (Miltenyi) bei 50°C stringent 

gewaschen. Die Microarrays wurden 10 min mit Blockierlösung (PerkinElmer) geblockt und in 

sterilfiltriertem TNT-Puffer (0,1 M Tris-HCl, 0,15M NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,5) gewaschen. 

Die Detektion der behandelten Probe erfolgte durch anti-Fluorescein-HRP-Antikörper und 

Cyanin3-Tyramid nach jeweils dreimaligem Waschen für 5 min mit TNT-Puffer. Nach 
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Inaktivierung durch HRP-Inaktivierungslösung (PerkinElmer) folgte die Detektion der 

Kontrollprobe durch Streptavidin-HRP und Cyanin5-Tyramid. Nach Waschen wurde der 

Microarray durch Zentrifugation getrocknet und lichtgeschützt bei RT aufbewahrt. Das Scannen 

der Microarrays erfolgte in einem GenePix 400B-Scanner (Molecular Devices) bei 532 bzw. 635 

nm, wobei durch Abstimmung der Laserintensität die Signale beider Kanäle angeglichen wurden. 

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Software GenePix Pro 6.0 sowie Acuity 4.0 (Molecular 

Devices). Nachdem die einzelnen cDNA-Spots identifiziert und die Spotbelegung analysiert 

wurde, wurden die Signale beider Kanäle normalisiert und auswertbare Spots gefiltert, aus den 

Rohdaten die relativen Expressionsänderungen ausgewertet und signifikant veränderte Gene 

dargestellt und verglichen. 

2.3 Proteinbiochemische Methoden 

2.3.1 Expression und Isolierung rekombinanter Proteine 

Zur rekombinanten Expression von GST-Fusionsproteinen wurde eine Vorkultur von 20 ml LB-

Medium und den benötigten Antibiotika mit der entsprechenden Bakterienkultur angeimpft und 

bei 37°C und 240 U/min über Nacht inkubiert. Mit den gewachsenen Bakterien wurde eine 

Hauptkultur aus 500 ml TB-Medium (mit Antibiotika) angeimpft und bei 37°C und 240 U/min 

bis zu einer OD600 von ca. 0,6 kultiviert. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zugabe 

von 0,1 mM IPTG. Nach einer Inkubation über Nacht bei 16 °C unter Schütteln wurden die 

Bakterienzellen bei 5000 U/min (GSA, Sorvall A6.14) für 15 min zentrifugiert und in STE-Puffer 

resuspendiert. Die Zellen wurden erneut für 10 min abzentrifugiert und in 20 ml STE-Puffer 

aufgenommen, daraufhin wurden 200 µl Lysozym (10 mg/ml) sowie Proteaseinhibitoren 

zugefügt und die Zellen für 20 min auf Eis inkubiert. Die lysierte Bakterienzellsuspension wurde 

dann bei -20°C eingefroren. Zum weiteren Aufschluss wurde die Zellsuspension aufgetaut, 5x 5 

Sek. mit Ultraschall behandelt und mit 4 ml 10% Triton X-100 in PBS versetzt. Anschließend 

wurden die aufgeschlossenen Zellen bei 16000 U/min (Sorvall A8.24) und 4°C für 25 min 

zentrifugiert. Dem Überstand nach der Zentrifugation wurde 1 ml gewaschene GSH-Sepharose 

(GE Healthcare) zugefügt und diese 2-8 h bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Nach 

zweiminütiger Zentrifugation bei 500 g wurde das Pellet 2x mit 10 ml kaltem STE-Puffer 

gewaschen und die GSH-Sepharose auf eine Säule gegeben. Die Elution des gebundenen 

Fusionsproteins erfolgte in jeweils 500 µl Elutionspuffer in mehreren Fraktionen. 
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TB (terrific broth) Vollmedium (pH 7): 12 g/l Bacto-Trypton, 24 g/l Hefeextrakt, 0,4% (v/v) Glycerin, 
 2,31 g/l KH2PO4, 12,54 g/l K2HPO4

STE-Puffer: 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8,0) 

PBS: 137 mM NaCl, 8,8 mM Na2HPO4 , 2,7 mM KCl, 0,7 mM KH2PO4

Proteaseinhibitoren: 10 µg/ml Leupeptin, 100 µM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid), 1 µg/ml Pepstatin  

Elutionspuffer: 10 mM Gluthation, 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteingesamtkonzentration einer Lösung nach der Bradford-Methode 

erfolgte durch Farbreaktion mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250. Die 

Proteinkonzentration wurde anhand einer Kalibriergeraden bestimmt, die mit einer BSA-

Standard-Lösung erstellt wurde. Zu 200 µl der gebrauchsfertigen Bradford-Lösung wurde die zu 

untersuchende Proteinlösung pipettiert und die Extinktion bei 595 nm gegen Bradford-Lösung 

als Referenz gemessen. 

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts wurde die SDS-

Polyacrylamid-Gelektrophorese mit diskontinuierlichem Puffersystem durchgeführt. Trenn- und 

Sammelgel wurden entsprechend den Angaben in Tabelle 2-4 hergestellt. Die mit Lämmlipuffer 

versetzten Proben wurden vor dem Auftragen bei 60-95°C für 5 min vollständig denaturiert. Die 

Elektrophorese erfolgte bei 100-200 V in Mini-Protean III-PAGE-Kammern (Biorad) und das 

Gel wurde danach entweder in Färbelösung gefärbt und mit Entfärbelösung und Wasser entfärbt 

oder auf eine Nitrozellulosemembran geblottet.

Tabelle 2-4: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele 

Lösung 5%
Sammelgel

8%
Trenngel

10%
Trenngel

12%
Trenngel

15%
Trenngel

H2O 2,7 ml 9,3 ml 7,9 ml 6,6 ml 4,6 ml 
Acrylamidlösung 0,67 ml 5,3 ml 6,7 ml 8,0 ml 10 ml 
Trenngelpuffer - 5,2 ml 5,2 ml 5,2 ml 5,2 ml 
Sammelgelpuffer 0,54 ml - - - - 
10% (w/v) APS 40 µl 200 µl 200 µl 200 µl 200 µl 
TEMED 4 µl 12 µl 8 µl 8 µl 8 µl 

Acrylamidlösung: 30% (w/v) Acrylamid 0.8% (w/v) Bisacrylamid 

SDS-Sammelgelpuffer: 1 M Tris (pH 6,8), 8 g/l SDS  

SDS-Trenngelpuffer: 1,5 M Tris (pH 8,8), 4 g/l SDS  

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycerin, 0,1% (w/v) SDS (pH 8,3) 

Lämmli-Probenpuffer (5x): 300 mM Tris, 50% (v/v) Glycerin, 500 mM DTT, 7,5 % (w/v) SDS, 0,5 % (w/v) 
Bromphenolblau (pH 6,8)  

Färbelösung: 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsäure, 4 g/l Coomassie brilliant blue R250, 4 g/l Coomassie 
brilliant blue G250 

Entfärbelösung: 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsäure 
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2.3.4 Immunologische Detektion von Proteinen (Westernblot) 

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamid-Gelen erfolgte auf eine Nitrozellulosemembran 

bei konstanter Spannung von 100 V für 1 h in Transferpuffer in einer Nassblotapparatur (Biorad) 

bei 4°C. Nach dem Transfer wurden freie Bindungskapazitäten auf der Membran mit 5% 

Magermilchpulver oder 5% BSA für 1 h abgesättigt. Die Inkubation mit dem ersten 

proteinspezifischen Antikörper erfolgte in 0,5% Milchpulver/BSA in TBST über Nacht bei 4°C. 

Ungebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen der Membran mit TBST entfernt. 

Die Detektion des ersten Antikörpers erfolgte mit einem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper. 

Zur Visualisierung der Proteinbanden wurde Chemilumineszenz-Substrat (ECL, enhanced 

chemiluminescence) benutzt, anschließend Röntgenfilme belichtet und nach ausreichender 

Exposition entwickelt. Eventuell wurden die Antikörper durch Inkubation in Strippingpuffer 30 

min bei 60°C abgewaschen und eine erneute Immundetektion durchgeführt. 

Für quantitative Bestimmungen wurden die Lumineszenz der Westernblots mit dem digitalen 

ChemiDoc XRS- Geldokumentationssystem (Biorad) detektiert und relative Intensitäten mit der 

Quantity One-Software (Biorad) ausgewertet.  

Transferpuffer: 20% Methanol, 9 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,02% SDS 

TBST: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 0,2 % Tween 20 (pH 7,9) 

Strippingpuffer: 100 mM Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS, 62,5 mM Tris-HCl pH 7,5 

2.3.5 Generierung und Aufreinigung von Antikörpern 

Zur Generierung von Meerschweinchen-Antiserums wurde ein C-terminales Peptid des humanen 

SSTR3 (AS 384–393) verwendet. Dazu wurden zwei Meerschweinchen mit LPH (Limulus

polyphemus hemocyanin)-konjugierten Peptid immunisiert und Antiserum gewonnen (Biogenes, 

Berlin). Zur anschließenden Reinigung wurde 1 ml hitzeinaktiviertes Antiserum 1:10 in 

Blockierlösung (3% BSA in PBS) verdünnt und mit an NHS-Sepharose immobilisiertem Antigen 

inkubiert. Der gebundene Antikörper wurde dann mit Elutionspuffer eluiert und sofort mit 

Neutralisierungspuffer neutralisiert und über Nacht in PBS dialysiert. Zur Generierung von 

Kaninchen-Antiserums (Biogenes) wurde ein bakteriell exprimiertes GST-Fusionsprotein (GST-

hSSTR3[50C]) verwendet. Zur anschließenden Reinigung wurde 1 mg Fusionsprotein 

elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran geblottet. Nach Färbung mit Ponceau S 

wurde die entsprechende Bande ausgeschnitten und in 3% BSA in PBS 1 h bei RT geblockt. 

Daraufhin wurde 1 ml hitzeinaktiviertes (20 min bei 56°C) Antiserum 1:10 in Blockierlösung 

verdünnt und mit der Membran 2-6 h bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Membran 2x 10 min 

in 10 mM NaCl und 3x 5 min in 1x PBS gewaschen. Der gebundene Antikörper wurde dann mit 

5 ml Elutionspuffer eluiert und sofort mit 1 ml Neutralisierungspuffer neutralisiert. Zur weiteren 
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Aufreinigung wurde GST-spezifischer Antikörper durch Inkubation mit GST-gebundener GSH-

Sepharose abgetrennt, der Durchfluss wurde aufgefangen und zur vollständigen Neutralisierung 

über Nacht in PBS dialysiert. Die aufgereinigten Antikörper wurden mittels Westernblot, ELISA 

und Immunfluoreszenz überprüft. 

Elutionspuffer: 0,2 M Glycin, 1 mM EGTA, pH 2,8 

Neutralisierungspuffer: 2 M Tris-HCl, pH 8,0 

2.3.6 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Das Antigen (zur Bindung an BSA gekoppelt) wurde in Carbonatpuffer verdünnt (10 ng/µl) und 

0,5 µg/well bei 4°C ü.N. unter Schütteln in 96 well MaxiSorb-Mikrotiterplatten (Nunc) inkubiert. 

Nach Blocken mit 200 µl TBSF für 30 min wurden die Platten dreimal mit 200 µl TBSTR 

gewaschen. Der zu testende Antikörper wurde in verschiedenen Verdünnungen in TBSF in die 

wells gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach viermaligem Waschen für 10 min mit 

TBSTR wurde für 3 Stunden HRP-gekoppelter Zweitantikörper zugegeben und erneut mit 

TBSTR gewaschen. 

Die Detektion erfolgte mit 100 µl Tetramethylbenzidin (TMB) bei RT. Nach 5 min wurde die 

Farbreaktion mit 1 M HCl abstoppt und die Extinktion bei 450 nm gemessen. 

Carbonatpuffer (50 mM): 5,3 g/l Na2CO3, 4,2 g/l NaHCO3, pH 9,6 

TBS: 150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8 

TBSF: TBS + 1% FCS 

TBSTR: TBS + 0,05 % Triton X-100 

2.3.7 Antikörperkopplung an Protein A/G-Sepharose 

Es wurde 1 ml aufgereinigter Antikörper mit 200 µl Protein A/G- Sepharose für 30 min bei RT 

auf einem Rotator inkubiert. Dann wurde die Sepharose zweimal mit PBS und dreimal mit 

Kopplungspuffer gewaschen. Dann wurde der Antikörper mit 20 mM DMP 

(Dimethylpimelimidat) vernetzt und für  30 min bei RT auf einem Rotator inkubiert  Nach 

dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Sepharose in 20% Isopropanol bei 4°C gelagert. 

Kopplungspuffer: 0,2 M Natriumborat (pH 8) 

2.3.8 Peptidkopplung an NHS-Sepharose 

Es wurden 10 mg synthetisches Peptid in 3 ml Kopplungspuffer gelöst und 3 ml NHS-Sepharose 

3x mit eiskalter 1 mM HCl gewaschen. Peptid und NHS-Sepharose wurden in Kopplungspuffer 

über Nacht bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Dann wurde die Sepharose für 30 min in 

Waschpuffer I inkubiert, für 1 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. 
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Das Sediment wurde jeweils einmal mit Waschpuffer I sowie Waschpuffer II gewaschen und in 

Kopplungspuffer/20% Isopropanol resuspendiert. Die Peptid-Sepharose wurde bei 4°C gelagert. 

Kopplungspuffer: 0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCl (pH 8) 

Waschpuffer I: 0,1 M Tris, 0,5 M NaCl (pH 8) 

Waschpuffer II: 0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl (pH 4)  

2.3.9 Affinitätspräzipitationen

Durch Affinitätspräzipitationen können mit Hilfe eines Fusionsproteins oder eines 

immobilisierten Peptides interagierende Proteine und Proteinkomplexe aus Zellysaten präzipitiert 

und die Bindung der Proteine anschließend in einem Immunoblot durch spezifische Antikörper 

nachgewiesen werden. 30 µl GST-Fusionsprotein-gekoppelte GSH-Sepharose bzw. Peptid-

gekoppelte NHS-Sepharose wurde zu Zellysaten gegeben und für 1 h bei 4°C auf einem Rotator 

inkubiert. Danach wurde die Sepharose dreimal mit Lysepuffer (2.4.5) gewaschen (Zentrifugation 

bei 500 g) und gebundene Proteine mit 2x Lämmlipuffer eluiert. Danach wurde die Sepharose für 

1 min bei 1000 g abzentrifugiert, der Überstand abgenommen, 5 min bei 70°C erhitzt und die 

eluierten Proteine elektrophoretisch aufgetrennt.

2.4 Zellbiologische Methoden 

2.4.1 Kultivierung primärer Keratinozyten und eukaryotischer Zelllinien 

Primäre Keratinozyten wurden nach der Methode von Rheinwald und Green (1975) aus 

neonataler Vorhaut isoliert und in KGM (0,07 mM Ca2+) bei 37°C kultiviert. Zum Passagieren 

wurden Zellen mit Versenepuffer gewaschen, mit 0,1% Trypsin/0,02% EDTA in PBS inkubiert 

und die abgelösten Zellen mit 10% FCS (in PBS) gewaschen. Zur Kryokonservierung wurden 

Zellen in Einfriermedium aufgenommen, bei -80°C eingefroren und in flüssigen Stickstoff 

gelagert. Epidermale Hautmodelle (Epidermal Skin Test EST-1000) der Firma Cellsystems 

(St. Katharinen) wurden an Luftgrenze in MCDB 153-Basismedium kultiviert, das mit 

Wachstumsfaktoren und Kalzium supplementiert wurde. Eukaryotische Zelllinien wurden in 

DMEM-Medium mit 10% FCS kultiviert Zur Vermeidung von bakteriellen Kontaminationen 

wurde dem Medium Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) zugegeben. 

PBS: 137 mM NaCl, 8,8 mM Na2HPO4 , 2,7 mM KCl, 0,7 mM KH2PO4

Versenepuffer: 137 mM NaCl, 8,8 mM Na2HPO4 , 2,7 mM KCl, 0,7 mM KH2PO4, 1mM EDTA 

Einfriermedium: 80% KGM/DMEM, 10% FCS, 10% DMSO 
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2.4.2 Kollagenbeschichtung

Zellkulturplatten wurden mit 20 µg/ml (5 µg/cm2) Kollagen I - Lösung beschichtet und für eine 

Stunde bei 37°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Platten zur 

Zellaussaat verwendet oder wurden getrocknet und bei 4°C aufbewahrt. 

2.4.3 Bestimmung der Zellviabilität 

Die Zytotoxizität eingesetzter Substanzen wurde über die Freisetzung von zytoplasmatischen 

Enzyme aus apoptotischen Zellen mittels Lactatdehydrogenase-Assay bestimmt. Dazu wurde 

nach Inkubation der Zellen mit der zu untersuchenden Substanz 100 µl Mediumüberstand 

abgenommen und mit 100 µl LDH-Reagenz (Roche) gemischt. Nach 30 min Inkubation unter 

Lichtschutz bei RT wurde die Extinktion im Photometer bestimmt. Freigesetzte 

Lactatdehydrogenase katalysiert dabei die Reduktion von Tetrazolium zu rotem Formazan, das 

bei einer Wellenlänge von 492 nm nachweisbar ist. 

2.4.4 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl abgelöster Zellen in Medium wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer 

bestimmt. Hierzu wurde ein Tropfen der Zellsuspension unter ein Deckgläschen pipettiert, das 

zuvor so auf der Zählkammer positioniert wurde, dass Newtonsche Ringe sichtbar waren. Es 

wurden mehrere Großquadrate des Zählnetzes (Volumen 0,1 mm³) ausgezählt, die Zellzahl pro 

Milliliter ergab sich aus dem Mittelwert multipliziert mit dem Faktor 104.

2.4.5 Zelllyse

Zur Proteinextraktion wurden Zellen mit kaltem PBS gewaschen, für 15 min mit Lysepuffer (mit 

Proteaseinhibitoren) auf Eis permeabilisiert und die Zelllysate durch Zentrifugation bei 20.000 g 

für 15 min bei 4°C gereinigt. 

Lysepuffer: 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris/HCl  
pH 8,0, Proteaseinhibitoren (10 µg/ml Leupeptin, 100 µM PMSF, 1 µg/ml Pepstatin A) 

2.4.6 Transfektion eukaryotischer Zellen 

Zur Expression rekombinanter Proteine in eukaryotischen Zellen wurden diese mit Plasmiden 

transient transfiziert; dabei wurde die FuGENE-Transfektionsmethode oder die Nukleofektion 

angewendet. Es wurden 1,5·x 106 Zellen etwa 24 h vor der Transfektion ausgesät und im 

Inkubator kultiviert. Transfektionen mit FuGENE-Transfektionsreagenz (Roche) wurden nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Für die Nukleofektion wurden 106 Zellen mit 100 µl 

Transfektionslösung (Amaxa, Köln) und 3 µg DNA gemischt. Die Transfektion erfolgte in 

Elektroporationsküvetten in einem Nukleofektor (Amaxa Nucleofector II, Programm T-18).  
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Die Zellen wurden mit 500 µl Medium in Gewebekulturschalen überführt und das Medium nach 

24 h gewechselt. 

2.4.7 Messung des transepithelialen Widerstands 

Für Messungen des transepithelialen Widerstandes (TER, transepithelial electrical resistance) wurden 

105 primäre Keratinozyten auf Transwell-Filtern (1,2 cm2, 0,4 µm Porengröße; Corning, 

Kaiserslautern) kultiviert. Die konfluenten Keratinozyten wurden mit Differenzierungsmedium 

(1,8 mM Ca2+) für 3 Tage ausdifferenziert und die synchronisierte Bildung von Tight Junctions 

durch Ca2+-switch (erneuter Wechsel zwischen Niedrigkalzium- (0,07 mM Ca2+) und 

Hochkalzium- (1,8 mM Ca2+) Medium) induziert. Der transepitheliale Widerstand zwischen 

apikalem und basalem Medium wurde mit einem Millicell-ERS-Ohmmeter (Millipore) gemessen. 

Vor der Messung wurden die ERS-Elektroden in Medium sterilisiert und äquilibriert. Zur 

Berechnung des TER ( cm2) wurde der Leerwert eines unbewachsenen Filters subtrahiert und 

der gemessene Widerstand mit der Filterfläche multipliziert.

Differenzierungsmedium: 60% DMEM, 30% Ham’s F12, 10% FCS, 0,4 µg/ml Hydrocortison, 10 µg/ml Insulin,  
50 µg/ml Vitamin C 

2.4.8 Bestimmung des intrazellulärem cAMP-Spiegels 

Zur Bestimmung des cAMP-Spiegels wurde das HitHunter cAMP XS+-Kit (GE Healthcare) 

verwendet. Dieser Assay verwendet die Komplementation zweier Enzymfragmente der 

bakteriellen -Galaktosidase. Zusammen bilden ein grosses Enzymakzeptorfragment (EA) und 

ein Enzymdonorpeptid (ED) das aktive Enzym, das durch Substrathydrolyse Lumineszenzsignale 

generieren kann. Als chemilumineszente Enzymsubstrate werden 1,2-Dioxetane eingesetzt. 

Durch die Verwendung von ED-gekoppeltem cAMP konkurriert dieses mit freiem cAMP aus 

Zelllysaten um die Bindung an einen cAMP-Antikörper. Nur freies ED-cAMP kann EA-

Fragmente komplementieren, so dass die Signalstärke der produzierten Lumineszenz 

proportional zur Menge des intrazellulären cAMP in den jeweiligen Zelllysaten ist. 

Es wurden 25.000 Zellen in 96 well-Kulturplatten in KGM ausgesät und über Nacht kultiviert 

(evtl. unter Zugabe von 400 ng/ml Pertussistoxin). Dann wurden die Zellen mit serumfreien 

Medium gewaschen und für 30 min bei 37°C mit Phosphodiesterasehemmer (500 µM IBMX) 

vorinkubiert. Es wurde serumfreies Medium mit cAMP-Antikörperlösung zugefügt und die 

Zellen mit 10 µM Forskolin für 10 min inkubiert. Zusätzlich wurden 1 µM SST-14 bzw. 

unterschiedliche SSTR-Agonisten zugefügt. Die Zellen wurden danach mit Lysepuffer lysiert, der 

vorher mit Enzymdonorpeptid und Lumineszenzsubstrat versetzt wurde. Es folgte eine 

einstündige Inkubation unter Lichtschutz. Daraufhin wurde das Enzymakzeptorfragment 
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zugegeben und die Mischung für 2 h RT lichtgeschützt inkubiert. Die resultierende Lumineszenz 

wurde im Luminometer (Berthold Mithras LB940) gemessen.

2.4.9 Proliferationsassay

Für Proliferationsassays wurden Keratinozyten in KGM kultiviert und bei 60-70% Konfluenz in 

einer Dichte von 50.000 Zellen in 6 well-Platten ausgesät und über 3 Tage mit 1 µM SST-14 

kultiviert. Die Zellen wurden durch Trypsinbehandlung abgelöst und in Medium resuspendiert. 

Die Zellzahl wurde dann in einer Zählkammer oder durch Durchflusszytometrie bestimmt. 

Zusätzlich wurden 5.000 Zellen in 96 well-Mikrotiterplatte ausgesät und für 3 Tage in Medium bei 

37°C mit 1 µM SST-14 inkubiert. Dann wurde das Medium abgesaugt und die Zellen 2x mit PBS 

gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit 4% Formaldehyd für 10 min fixiert und wieder mit 

PBS gewaschen. Nachdem alle Zellen mit 0,5% Kristallviolett für 5 min unspezifisch gefärbt 

wurden, wurden diese nach dreimaligem Waschen getrocknet. Die Zellen wurden mit 1% SDS 

für 10 min lysiert und die Extinktion des Lysates bei 620 nm in einem Photometer bestimmt.  

2.4.10 Migrationsassay

Keratinozyten wurden bei 60-70% Konfluenz in einer Dichte von 100.000 Zellen in Kollagen I-

beschichtete 12 well-Platten ausgesät und bis zum Erreichen von vollständiger Konfluenz in 

KGM (0,07 mM Ca2+) kultiviert. Durch Bestrahlung der Zellen für 20 min mit 200 keV (0,8 

Gy/min) wurde ein Zellzyklusarrest induziert und eine Zellproliferation verhindert. Daraufhin 

wurde die Verwundungsfläche markiert und die Keratinozytenzellschicht mit einer sterilen 

Pipettenspitze ~200-300 µm breit abgekratzt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, 

KGM zugefügt und zu einem Teil der Zellen 1 µM SST-14 zugegeben. Die Verwundungsfläche 

wurde mit Phasenkontrast fotografiert und die Zellen bei 37°C inkubiert. Nach 24 h wurde die 

Verwundungsfläche erneut an zuvor markierten Stellen fotografiert. Die unbewachsenen Flächen 

wurde mit ImageJ (NIH) ausgemessen und die relative Migration im Vergleich zu unbehandelten 

Zellen berechnet. Zeitrafferaufnahmen migrierender Zellen wurde mit einem Olympus IX71-

Mikroskop mit Inkubationskammer durchgeführt und die Migration mit der Cell P- Software 

(Olympus) aufgezeichnet. 

2.4.11 Koimmunpräzipitation

Durch Koimmunpräzipitationsanalysen werden Interaktionen von endogenen Proteinen in 

Zelllysaten nachgewiesen. Mit Hilfe eines immobilisierten Antikörpers gegen das erste Protein 

werden Proteinkomplexe präzipitiert und die Anwesenheit des zweiten Proteins in diesen 

Komplexen wird anschließend in einem Immunoblot mit spezifischen Antikörpern gezeigt. 
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Für die Immunpräzipitation wurde der Antikörper, der zur Präzipitation genutzt werden soll, auf 

Protein-A/G- Sepharose immobilisiert und quervernetzt (2.3.7). Pro Ansatz von etwa 1 ml 

Zelllysat wurden 20 µl der Sepharose-Suspension eingesetzt. Die Sepharose wurden mit geklärten 

Zelllysate für eine Stunde auf dem Rotator bei 4°C und 15 U/min inkubiert. Danach wurden die 

Ansätze durch Zentrifugieren dreimal mit Lysepuffer gewaschen. Nach Zugabe von 2x Lämmli-

puffer wurde die Sepharose zur Denaturierung gebundener Proteine 5 min auf 70°C erhitzt, 

abzentrifugiert und abschließend per SDS-PAGE und Westernblot analysiert. 

2.4.12 Ex vivo- Wundheilungsmodelle 

Zunächst wurden von der Innenseite sterilisierter Schweineohren einzelne Gewebebiopsien mit 

einem Durchmesser von 6 mm ausgestanzt. Daraufhin wurde eine zweite 3 mm große 

Stanzbiopsie aus dem Zentrum entnommen, so dass die Epidermis und ein Teil der oberen 

Dermis entfernt wurden. Die entstandenen Modelle wurden mit der Dermis auf Gaze in Medium 

(DMEM mit 2% FCS, 0,8 µg/ml Hydrocortison und Penicillin/Streptomycin) gesetzt. Es wurden 

5 µl PBS oder 2 µM SST-14 in die zentrale Wunde gegeben und die Modelle mit der Epidermis 

an Luftgrenze bei 37°C inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die Wundheilungsmodelle in mit 

Flüssigstickstoff gekühltem Isopentan eingefroren und bei -80°C gelagert. Danach wurden 

Gefrierschnitte angefertigt, diese mit Hämatoxylin/Eosin gefärbt und die erfolgte Wundheilung 

im Lichtmikroskop begutachtet. 

2.4.13 Immunzytologische Fluoreszenzfärbungen 

Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation von Proteinen und Kolokalisationsstudien 

wurden mittels Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt. Dazu wurden Keratinozyten bis zur 

Konfluenz auf Deckgläschen kultiviert und mit 1,8 mM Ca2+ differenziert. Danach wurden diese 

zunächst mit PBS gewaschen, für 10 min mit 4% Formaldehyd (in PBS) fixiert und anschließend 

mit 0,1% Triton-X-100 permeabilisiert. Nach Blocken mit 3% BSA in PBS folgte die Inkubation 

mit primären Antikörpern. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 

fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpern unter Lichtabschluss inkubiert. Zur Aktinfärbung 

wurde fluoreszenzmarkiertes Phalloidin verwendet, das hochspezifisch mit F-Aktin interagiert. 

Zur Kerngegenfärbung wurde DAPI eingesetzt. Anschließend wurde wieder mit PBS gewaschen 

und die Deckgläschen in Fluorsave-Medium eingebettet. Die Visualisierung erfolgte mit einem 

Zeiss Axiovert 135 Epifluoreszenzmikroskop.  
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2.4.14 Immunhistologische Fluoreszenzfärbungen 

Für immunhistochemische Färbungen wurden formalinfixierte, in Paraffin eingebettete oder bei  

-80°C gelagerte Gewebebiopsien von normaler Haut verwendet. Diese stammten aus tumorfreien 

Nachexzidaten von Patienten der Klinik für Dermatologie. Gekühlte Paraffinblöcke wurden mit 

einem Rotationsmikrotom (Leica RM 2165) in 5 µm dünne Schnitte geschnitten. Diese wurden in 

Xylolersatz XEM-200 (Vogel) entparaffiniert und rehydriert (in 100%, 90%, 80% und 70% 

Ethanol sowie Aqua dest.). Zur Freilegung der Antigenepitope wurden die Schnitte 4x 5 min mit 

TEC-Puffer in der Mikrowelle gekocht und nach Waschen mit PBS in 0,001% Trypsin bei 37° 

inkubiert. Kryokonserviertes Gewebe wurde im Gefriermikrotom (Leica CM 3050) in 

Einbettmedium in 6 µm dünne Schnitte geschnitten, 10 min in Aceton fixiert und getrocknet. 

Sowohl entparaffinierte Paraffinschnitte als auch Gefrierschnitte wurden mit Blockierlösung 

inkubiert, mit PBS gewaschen und über Nacht bei 4°C mit Primärantikörpern inkubiert. Nach 

erneutem Waschen wurden die Schnitte mit fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpern 

inkubiert und die Zellkerne mit DAPI gegengefärbt. Schließlich wurden die Schnitte in 

Fluoromount-G-Lösung eingebettet. Die Visualisierungen erfolgten mit einem Zeiss Axiovert 

135-Epifluoreszenzmikroskop.

TEC-Puffer (20x): 5 g/l Tris, 10 g/l EDTA, 6,4 g/l Tri-Natriumcitrat, pH 7,8 

Blockierlösung: 5% Milchpulver, 0,2% NGS (Ziegenserum), 0,01% Triton X-100 in PBS

2.4.15 Statistische Auswertungen 

Ausgewertete Daten wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung oder Standardfehler 

angegeben. Die statistischen Signifikanzen wurden mit dem gepaarten t-Test berechnet. Eine 

Differenz mit einem ermittelten P-Wert kleiner als 0,05 wurde dabei als signifikant definiert. 

Relative Expressionsanalysen wurden mit REST 2008 (Corbett Lifescience) ausgewertet und mit 

SPSS (SPSS Inc.) dargestellt. Microarraydaten wurden mit Acuity 4.0 (Molecular Devices) 

ausgewertet. Dosis-Wirkungskurven wurden mit GraphPad Prism (GraphPad Software) 

ausgewertet und dargestellt. 
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3 ERGEBNISSE

3.1 Expression von Somatostatin in der Epidermis 
Als erstes Ziel dieser Arbeit sollte die Expression des Somatostatin-Ligand/Rezeptorsystems in 

der Epidermis charakterisiert werden. Dazu wurde zunächst die Expression des Somatostatin-

Gens in der humanen Haut untersucht. Zusätzlich zum Nachweis der endogenen Somatostatin-

mRNA sollte auch die Lokalisation und Identität von möglichen SST-produzierenden Zellen in 

der Epidermis untersucht werden. 

3.1.1 Nachweis von Somatostatin in der Haut 

Die SST-Genexpression wurde in Proben aus gesundem humanem Hautgewebe durch RT-PCR 

überprüft. Die Somatostatin-mRNA konnte durch das Auftreten eines spezifischen PCR-

Produktes nachgewiesen werden (Abb. 3-1). Dieses Ergebnis ist übereinstimmend mit dem 

Nachweis des nativen Peptids durch histologische und chromatographische Methoden 

(Gaudillere et al., 1997). Als positive Kontrolle wurde zudem die SST-Expression in 

Gehirngewebe untersucht, da im ZNS (besonders im Hypothalamus und im Cortex) SST-

produzierende Zellen in hoher Dichte zu finden sind. Dementsprechend ist in Gehirngewebe 

eine stärkere Expression als in der Haut zu detektieren. In der Kontrollprobe zur Detektion 

möglicher Kontaminationen wurde kein PCR-Produkt nachgewiesen. 

Abb. 3-1: Expression des Somatostatingens in humanem Hautgewebe 

mRNA aus humaner Haut und humanen Gehirn wurde durch reverse Transkription in cDNA 
umgeschrieben und ein Fragment der SST-cDNA mit spezifischen Primern amplifiziert. Die 
Reaktionsprodukte wurden durch Agarosegelelektrophorese analysiert. Eine deutliche SST-Genexpression 
in der Haut ist nachweisbar. Als Positivkontrolle der SST-Expression wurde mRNA aus Gehirngewebe 
verwendet, in der Kontrollprobe (ohne cDNA) ist keine unspezifische Bande sichtbar. 
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3.1.2 Lokalisation von Somatostatin-positiven Zellen in der Epidermis 

Nach der Bestätigung der SST-Genexpression wurde die Expression von Somatostatin in der 

Epidermis immunhistologisch untersucht und beteiligte Zelltypen charakterisiert. Die Spezifität 

des verwendeten SST-Antikörpers wurde zunächst in fixierten Gewebeschnitten aus dem 

Rattenhirn überprüft. Die Expression im Zentralnervensystem ist für SST umfassend 

charakterisiert; so wird SST auch stark im Hippocampus produziert (Finley et al., 1981). Diese 

Region wurde als klar identifizierbare Gehirnstruktur für den SST-Nachweis gewählt. In der 

immunhistologischen Färbung sind dort deutlich SST-positive Einzelzellen vor einem diffusen 

Hintergrund sichtbar (Abb. 3-2A). Hierbei handelt es sich auf Grund ihrer Lokalisation 

vermutlich um Interneuronen. Der Nachweis der Expression von SST durch diese Zellen 

bestätigt somit die Spezifität des verwendeten Antikörpers. Daraufhin wurde die SST-Reaktivität 

in humanen Hautbiopsien untersucht. In der Epidermis konnten ebenfalls Somatostatin-positive 

Einzelzellen identifiziert werden. Dabei handelt es sich um Zellen mit dendritischen Ausläufern, 

die oberhalb der Basalschicht im stratum spinosum zu finden sind (Abb. 3-2B). Die Identifizierung 

von dendritischen Zellen in der suprabasalen Epidermis deutet auf Langerhanszellen hin; eine 

SST-Immunreaktivität in diesen epidermalen Immunzellen wurde zuvor beschrieben (Gaudillere 

et al., 1997).  

Abb. 3-2: Vergleich von SST-positiven Zellen in Rattenhirn und humaner Haut  

In immunhistologischen Färbungen wurden Zellen mit SST-Reaktivität identifiziert. A: Als 
Positivkontrolle der SST-Detektion (grün) wurden Rattenhirnschnitte untersucht, dabei sind SST-positive 
Einzelzellen sichtbar (Interneuronen im Hippocampus). B: In der humanen Epidermis sind mit dem SST-
Antikörper suprabasale Zellen mit dendritischen Ausläufern nachweisbar (grün). Zellkerne wurden mit 
DAPI (blau) gefärbt.

Der Nachweis von SST-positiven dendritischen Zellen wurde durch Doppelfärbungen in 

Hautbiopsien überprüft. Dazu wurde ein Antikörper gegen das Ca2+-bindende Protein S100 als 

Marker für dendritische Zellen verwendet. Mit diesem Marker konnten Einzelzellen in der 
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suprabasalen Epidermis und eine Kolokalisation von SST- und S100-Antikörperreaktivität 

nachgewiesen werden (Abb. 3-3). Zusätzlich war eine diffuse SST-Färbung im oberen stratum

granulosum und eine S100-Hintergrundfärbung in der Dermis sichtbar. Dabei zeigte nur eine 

Subpopulation aller untersuchten Zellen gleichzeitig beide Antikörperfärbungen. 66% (+/- 7%) 

aller identifizierten dendritischen Zellen zeigten auch eine Reaktivität mit dem SST-Antikörper. 

Abb. 3-3: SST-positive dendritische Zellen in der Epidermis 

Mit dem spezifischen Zellmarker S100 (rot) konnten suprabasale dendritische Zellen in der humanen 
Epidermis identifiziert werden (links). In diesen Zellen konnte ebenfalls eine SST-Färbung (grün) 
festgestellt werden (mittleres Bild). Die Überlagerung beider Bilder (rechts) zeigt die Kolokalisation beider 
immunhistologischen Färbungen.  

Mit dem SST-spezifischen Antikörper konnten zudem weitere mögliche SST-sezernierende 

Einzelzellen detektiert werden. Diese waren ausschließlich in der Basalschicht der Epidermis 

lokalisiert (Abb. 3-4, Mitte). Zur Identifizierung dieses Zelltyps wurde der Merkelzell-spezifische 

Marker Cytokeratin 20 in Doppelfärbungen verwendet (Abb. 3-4, links). Dabei konnte eine 

Kolokalisation von Keratin 20 mit SST im stratum basale festgestellt werden (Abb. 3-4, rechts). 

Abb. 3-4: Somatostatin-positive Merkelzellen in der Epidermis 

Immunhistologisch konnten Merkelzellen in der Basalschicht der Epidermis mit dem spezifischen Marker 
Cytokeratin 20 (CK20, rot) lokalisiert werden (links). Der Nachweis von Somatostatin mit einem 
monoklonalen SST-Antikörper (grün) zeigt eine diffuse Verteilung in der gesamten Epidermis mit 
deutlicher Färbung der identifizierten Merkelzelle (Mitte). Die Überlagerung beider Bilder (rechts) zeigt 
die Kolokalisation beider Antikörperfärbungen. Die Zellkerne wurden zusätzlich mit DAPI (blau) gefärbt. 
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 Dies deutet auf die Produktion von Somatostatin durch Merkelzellen in der Epidermis hin. 

Merkelzellen sind als neuroendokrine Zellen beschrieben, die eine hohe Dichte von 

intrazellulären sekretorischen Vesikeln aufweisen. Auch hier zeigte nur ein Teil der Keratin 20-

positiven Merkelzellen ebenfalls eine SST-spezifische Färbung; es waren 54% (+/- 2%) aller 

beobachteten Merkelzellen gleichzeitig SST-positiv.  

3.2 Expression der Somatostatinrezeptoren in der Epidermis 
Zur weiteren Analyse des SST/SSTR-Systems in der humanen Haut wurde die Genexpression 

aller fünf Rezeptorsubtypen überprüft. In immunhistologischen Untersuchungen wurde zuvor 

die Proteinexpression der verschiedenen SSTR-Subtypen in gesunder Haut nachgewiesen 

(Hagströmer et al., 2006). Zur weitergehenden Untersuchung der Proteinexpression wurde 

zudem ein Rezeptorsubtyp (SSTR3) besonders betrachtet, da für diesen die funktionelle 

Regulation von epithelialen Zellen belegt ist (Liew et al., 2009). Es wurde ein spezifischer 

Antikörper generiert, um die subzelluläre Verteilung und Regulation des Subtyps SSTR3 in 

Keratinozyten genauer zu untersuchen.

3.2.1 Nachweis der SSTR-Subtypen in der Haut 

Die Expression der SSTR-mRNAs wurde mittels RT-PCR mit subtypspezifischen Primern in 

humaner Haut und in Keratinozyten überprüft. Die Untersuchung der PCR-Produkte zeigt, dass 

in humanem Hautgewebe alle Subtypen (SSTR1-5) exprimiert werden (Abb. 3-5A), 

übereinstimmend mit immunhistologischen Untersuchungen zur SSTR-Expression in der 

Epidermis.

Die mRNAs aller SSTRs wurde auch in primären Keratinozyten, die aus neonatalen 

Vorhautbiopsien isoliert wurden, nachgewiesen (Abb. 3-5B). Es konnte zudem die Expression 

einzelner Subtypen in einer immortalisierten Zelllinie (HaCaT-Keratinozyten) sowie in 

kommerziell erhältlichen epidermalen Hautmodellen exemplarisch gezeigt werden. Als 

Positivkontrolle wurde die Genexpression in humanem Gehirn überprüft, da dort die SST-

Rezeptorexpression ebenfalls umfangreich untersucht wurde (Viollet et al., 2008).
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Abb. 3-5: Expression der Somatostatinrezeptoren SSTR1-5 in humaner Haut und Keratinozyten 

A: Nachweis der Genexpression der fünf Somatostatinrezeptor-Subtypen in humaner Gesamthaut durch 
RT-PCR und Agarosegelelektrophorese. B: Expression der fünf Somatostatinrezeptor-Subtypen in 
primären Keratinozyten. Exemplarisch ist die Expression jeweils eines Subtyps in Hautgewebe und 
immortalisierten HaCaT-Keratinozyten (SSTR1) sowie epidermalen Hautmodellen (SSTR5) gezeigt. Die 
Genexpression in Gehirngewebe (SSTR2) ist als Positivkontrolle dargestellt. In den Kontrollproben ist 
keine unspezifische Amplifikation nachweisbar. 

Zusätzlich wurde die SSTR-Expression in Keratinozyten unterschiedlicher Hautspender 

überprüft. Dabei konnte die Expression in unterschiedlichen Altersgruppen (neonatale Spender 

und Spender älter als 65 Jahre) verglichen werden (Abb. 3-6). Unabhängig vom Alter wurde in 

allen Keratinozyten eine deutliche SSTR-Genexpression bestätigt. Es konnten keine signifikanten 

Unterschiede in der Expression identifiziert werden, allerdings war die SSTR2 und SSTR3-

Expression in Keratinozyten alter Spender leicht erniedrigt sowie die SSTR5-Expression erhöht. 

Abb. 3-6: Expression der fünf Somatostatinrezeptoren in Keratinozyten junger und alter Spender 

Die SSTR-Expression wurde in Keratinozyten von vier unterschiedlichen Spendern durch qRT-PCR 
analysiert. Dabei waren die fünf SSTR-Subtypen in allen untersuchten Keratinozyten exprimiert. Die 
Expression (alt gegen jung) wurde verglichen und als Boxplot dargestellt, als Referenzgen diente die 18S-
rRNA. Dabei konnten Expressionsänderungen, aber keine signifikante Unterschiede nachgewiesen 
werden (SSTR1: P=0,422, SSTR2: P=0,061, SSTR3: P=0,191, SSTR4: P=0,281, SSTR5: P=0,076). 
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3.2.2 Herstellung eines SSTR3-spezifischen Antikörpers 

Da für den Subtyp SSTR3 zuvor ein Einfluss auf Epithelzellen nachgewiesen wurde, deutet dies 

auf eine mögliche Relevanz dieses Subtyps in der Epidermis sowie eine Beeinflussung von 

Keratinozyten hin. Um den SSTR3 in Keratinozyten immunhistologisch zu lokalisieren, wurde 

ein Antikörper gegen ein 9-Aminosäuren-Peptid innerhalb des intrazellulären C-Terminus des 

humanen SST-Rezeptors 3 (Aminosäuren 385-393, Sequenz: QERPPSRVA) generiert. Die 

Sensitivität des affinitätsgereinigten Antikörpers aus dem Serum immunisierter Tiere wurde im 

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) überprüft. Dabei konnte mit immobilisiertem 

SSTR3-Antigenpeptid die Bindung des Antikörpers über einen sekundären Enzym-gekoppelten 

Antikörper quantifiziert werden. Es war eine starke Bindung des aufgereinigten polyklonalen 

Antikörpers bis zu einer Verdünnung von 1:1000 festzustellen (Abb. 3-7A).

Abb. 3-7: Sensitivität und Spezifität des generierten SSTR3-Antikörper 

A: Bestimmung der Sensitivität des SSTR3-Antikörpers im ELISA. Die Antikörperbindung an 
immobilisiertes BSA-gekoppeltes Antigenpeptid wurde durch eine HRP-katalysierte Farbreaktion im 
Photometer bei 450 nm gemessen. Aufgereinigter SSTR3-Antikörper zeigte deutliche Bindung an das 
Antigen bis zu einer Verdünnung von mindestens 1:1000. Die Messung des Antiserums ergab einen 
Antikörpertiter von mindestens 1:50.000. Antikörper aus dem Serum vor der Immunisierung binden 
dagegen nicht an das Antigenpeptid. B: Spezifischer Nachweis von endogenem SSTR3 aus 
Keratinozytenlysat (links) und aufgereinigtem SSTR3-Fusionsprotein (GST-hS3[50C], rechts). Durch die 
gleichzeitige Zugabe des aufgereinigten Antigens (10 µg/ml GST-hS3[50C]) kann die Antikörperbindung 
spezifisch verhindert werden. C: Nachweis der Expression von SSTR3 im Lysat primärer Keratinozyten. 
SSTR3 ist bei dem berechneten Molekulargewicht von 47 kDa sichtbar, zusätzlich treten zwei weitere 
Banden von unterschiedlich stark glykosylierten Rezeptoren auf. 

Im Serum vor der Immunisierung (Präimmunserum) konnte dagegen keine Bindung von 

unspezifischen Antikörpern nachgewiesen werden. Das Gesamtserum nach der Immunisierung 

(Antiserum) wurde ebenfalls untersucht, dabei war eine deutliche Antikörperbindung bei einer 

Verdünnung von 1:10.000 (bis 1:50.000) detektierbar. Der SSTR3-Antikörper wurde daraufhin in 

einer Verdünnung von 1:1000 (im Westernblot) sowie 1:100 (für Immunzytochemie) eingesetzt. 

Die Spezifität des Antikörpers wurde durch Kompetitionsstudien mit überschüssigem Antigen 

mittels Westernblot überprüft. Dazu wurde ein aufgereinigtes Fusionsprotein des SSTR3-C-

Terminus (GST-SSTR3[50C]) verwendet, um den Antikörper zu binden und so eine weitere 
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Bindung an das immobilisierte Antigen im Westernblot zu verhindern. Sowohl die Detektion von 

SSTR3 in Keratinozytenlysat als auch die Detektion von aufgereinigtem SSTR3-Fusionsprotein 

konnte durch gleichzeitige Zugabe des SSTR3-Antigens verringert werden (Abb. 3-7B). Die 

Verhinderung der Antikörperbindung an konkurrierende Bindungsstellen in Gesamtlysaten durch 

die Zugabe dieses definierten Antigens zeigt die Spezifität des Antikörpers. Der Nachweis des 

SSTR3 wurde in Zelllysaten aus primären, differenzierten Keratinozyten bestätigt. Im 

Westernblot konnte SSTR3 bei einem Molekulargewicht von 47 kDa detektiert werden (Abb. 

3-7C). Zwei weitere Banden mit höherem Molekulargewicht entsprechen dabei vermutlich 

unterschiedlich stark glykosylierten SSTR3-Varianten. Eine N-Glykosylierung und damit ein 

verändertes Molekulargewicht ist im Westernblot für alle SSTRs (bis auf SSTR4) nachweisbar 

(Helboe et al., 1997). 

3.2.3 SSTR3-Lokalisation in der humanen Epidermis 

Der so erzeugte Antikörper konnte daraufhin zur Lokalisation des SSTR-Subtyps 3 in der 

Epidermis genutzt werden. In Gewebebiopsien von gesunder Haut ist eine durchgehende 

Immunfärbung für SSTR3 an Zellgrenzen von Keratinozyten sichtbar (Abb. 3-8A).  

Abb. 3-8: Expression und Lokalisation des Rezeptorsubtyps SSTR3 in der Epidermis 

A: Immunhistologisch ist der SSTR3 (rot) auf Keratinozyten der Epidermis nachweisbar, die stärkste 
Färbung zeigt sich im stratum granulosum (gr). Die weiteren epidermalen Zellschichten sind mit c (stratum
corneum), sp (stratum spinosum) und b (stratum basale) gekennzeichnet. Zellkerne sind mit DAPI (blau) 
gefärbt. B: Die SSTR3-Proteinexpression in der Haut wurde in Lysaten aus Gesamthautbiopsien mittels 
Westernblot überprüft. 

Die stärkste Antikörperreaktivität findet sich dabei im stratum granulosum und oberen stratum 

spinosum. In diesem Bereich sind epidermale Tight Junctions (TJs) lokalisiert, wie durch den 

Nachweis verschiedener TJ-Proteinen gezeigt wurde (Brandner et al., 2006b). Die Expression in 

der Haut wurde ebenfalls im Westernblot überprüft. In Biopsielysaten ist der SSTR3 deutlich 

nachweisbar, allerdings sind dabei nur zwei (vermutlich) glykosylierte Formen des Rezeptors mit 

höherem Molekulargewicht sichtbar (Abb. 3-8B). 
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3.3 Aktivierung der Somatostatinrezeptoren in Keratinozyten 
Nach der Bestätigung der SSTR-Expression in der Epidermis wurde die Funktionalität dieser 

Rezeptoren in primären Keratinozyten untersucht. Da für manche SSTR-Subtypen eine 

apoptotische Wirkung nach Rezeptoraktivierung beschrieben wurde (Bousquet et al., 2004), 

wurden Viabilitätsassays mit SST-stimulierten Keratinozyten durchgeführt. Dabei war kein 

negativer Einfluss von Somatostatin auf die Zellviabilität im Vergleich zu unbehandelten 

Kontrollzellen festzustellen. Sowohl nach SST-Behandlung als auch bei der Kontrolle waren 99% 

lebende Zellen in epidermalen Hautmodellen nachweisbar (Tabelle 3-1). Auch bei Messungen zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 6 bzw. 24 Stunden SST-Stimulation) waren nur geringfügige 

Veränderungen messbar.

Tabelle 3-1: Zellviabilität von SST-stimulierten epidermalen Hautmodellen 

Der Anteil apoptotischer Zellen nach Behandlung mit Somatostatin wurde durch Lactatdehydrogenase-
Freisetzung in das Medium bestimmt. Als Positivkontrolle (100% LDH-Freisetzung) wurden 
Hautmodelle mit 1% Triton X-100 vollständig permeabilisiert. Für jede Behandlung wurden jeweils drei 
unterschiedliche Hautmodelle in Dreifachbestimmungen untersucht (Werte mit Standardabweichung). 

Zytotoxizität in % 6 h 24 h 
Kontrolle 1,17 (+/- 0,04) 0,82 (+/- 0,02) 
1 µM SST 1,23 (+/- 0,03) 0,93 (+/- 0,01) 
Triton X-100 100 100 

Daraufhin wurde die funktionelle Aktivierung der SST-Rezeptoren in primären Keratinozyten 

und die Modulation verschiedener Signalwege nach SST-Stimulation überprüft. 

3.3.1 Beeinflussung des cAMP-Signalwegs durch SST 

Ein wichtiger Effektor von aktivierten Somatostatinrezeptoren ist die Adenylatzyklase, die aus 

ATP den second messenger zyklisches AMP (cAMP) bildet (Patel et al., 1994a). Durch die 

Ligandenbindung von SST an Somatostatinrezeptoren werden inhibitorische G-Protein-

Untereinheiten aktiviert und die folgende Inhibierung der Adenylatzyklase erniedrigt den 

intrazellulären cAMP-Spiegel. Um die Funktionalität der identifizierten SSTRs in Keratinozyten 

zu überprüfen, wurde der inhibitorische Effekt von SST auf die cAMP-Synthese in primären 

Keratinozyten untersucht. Dazu wurde ein luminometrischer Assay verwendet, mit dem die 

cAMP-Konzentration in Zelllysaten bestimmt werden kann. Die Sensitivität des Assays wurde 

durch Messungen mit synthetischem cAMP bestimmt (Abb. 3-9A). Dabei konnte eine 

konsistente Lumineszenzzunahme im Bereich der in den Zelllysaten vorhandenen cAMP-

Konzentrationen gemessen werden. 
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Abb. 3-9: Bestimmung der cAMP-Konzentration und Einfluss von SST auf den cAMP-Signalweg in Keratinozyten  

A: Standardkurve der cAMP-Messung (140 pM – 2,8 µM synthetisches cAMP) im luminometrischen 
Assay. B: Effekt von SST auf den intrazellulären cAMP-Spiegel in Forskolin-stimulierten Keratinozyten. 
Die maximale Aktivierung der Adenylatzyklase durch Forskolin entspricht 100 % cAMP-Synthese. Dieser 
Wert wird durch gleichzeitige Inkubation mit 1 µM SST deutlich herabgesetzt. SST alleine hat dagegen 
keinen messbaren Einfluss auf den basalen cAMP-Spiegel bei der Zugabe von 1 µM SST zu 
unstimulierten Keratinozyten (Mittelwerte mit Standardabweichung).  

Um eine Inhibition durch SST feststellen zu können, ist eine vorhergehende deutliche 

Stimulation der cAMP-Synthese notwendig. Dies wird durch Aktivierung der Adenylatzyklase 

durch das pflanzliche Diterpen Forskolin erreicht (Seamon et al., 1981). Durch Forskolinzugabe 

wird die cAMP-Synthese von Keratinozyten maximal stimuliert (100% cAMP), eine gleichzeitige 

Aktivierung von SST-Rezeptoren in diesen Zellen durch 1 µM SST bewirkt dagegen eine 

deutliche Reduktion des cAMP-Spiegels (auf etwa 50%, Abb. 3-9B). In unstimulierten Zellen 

(ohne Forskolin) ist dagegen kein messbarer Effekt auf den basalen cAMP-Spiegel durch SST 

nachweisbar. Durch die Inhibition der Forskolin-vermittelten cAMP-Stimulation in 

Keratinozyten konnte die Aktivierung endogener SST-Rezeptoren nachgewiesen werden. 

Weitergehend wurde der Einfluss unterschiedlicher SST-Konzentrationen auf Forskolin-

stimulierte Keratinozyten untersucht, um so über eine Dosis-Wirkungskurve den inhibitorischen 

Effekt von SST zu bestimmen. Es konnte eine konzentrationsabhängige Inhibierung des cAMP-

Signalweges durch SST nachgewiesen werden, wobei eine halbmaximale Inhibition bei  

32 (+/- 5) nM SST erreicht wird (Abb. 3-10).  

Somatostatin bindet an alle SSTR-Subtypen mit ähnlicher Affinität. Um zusätzlich die 

Funktionalität der exprimierten Subtypen einzeln zu überprüfen, wurde die Inhibition des cAMP-

Signalweges durch selektive Rezeptoragonisten bestimmt. Es waren vier selektive Agonisten 

verfügbar, die die einzelnen Rezeptorsubtypen spezifisch aktivieren können (Tabelle 3-2). Davon 

zeigen drei Agonisten (sst2, sst3, sst4) hohe Selektivität nur für einen Subtyp (d. h. 100fache bis 

>10.000fache Bindungsaffinität gegenüber den restlichen Subtypen), ein weiterer Agonist 

(sst5/1) aktiviert zwei Subtypen spezifisch (Rohrer et al., 1998). 
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Abb. 3-10: Konzentrationsabhängige Inhibition des cAMP-Signalweges in Keratinozyten 

Die Aktivierung endogener SSTRs mit unterschiedlichen SST-Konzentrationen führt zu einer 
konzentrationsabhängigen Erniedrigung des intrazellulären cAMP-Spiegels. Primäre Keratinozyten 
wurden mit Forskolin und SST (10 nM - 1 µM) stimuliert und die relative cAMP-Menge bestimmt. Es 
sind Mittelwerte mit Standardabweichung gezeigt, die Werte sind auf Kontrollzellen normalisiert, die nur 
mit Forskolin stimuliert wurden (100 % cAMP). 

Nach der Stimulation von Keratinozyten können alle vier verwendeten selektiven Agonisten die 

Forskolin-vermittelte cAMP-Akkumulation inhibieren (Abb. 3-11). Dabei ist die Inhibition durch 

die subtypspezifischen Agonisten vergleichbar mit den Änderungen des intrazellulären cAMP-

Spiegels durch SST-14. 

Tabelle 3-2: Verwendete Somatostatinrezeptor-Agonisten 

 Es ist die Bezeichnung der SSTR-Agonisten und deren Affinität in nM angegeben. Das Peptidhormon 
SST-14 bindet an alle fünf Rezeptorsubtypen mit der gleichen Affinität und aktiviert so alle SST-
Rezeptoren. Die selektiven SSTR-Agonisten sst2-5/1 wurden in Rohrer et al. (1998) beschrieben, die 
Affinitätsangaben stammen aus Rezeptor-überexprimierenden Zelllinien. Die SST-Analoga wurden durch 
kombinatorische Chemie identifiziert und besitzen eine hohe Selektivität für die einzelnen Subtypen. 

Außerdem wurde der Einfluss von Pertussistoxin (PTX) auf die Inhibierung der cAMP- Synthese 

untersucht. Dabei kann durch PTX die SST-abhängige cAMP-Inhibierung wieder rückgängig 

gemacht werden. Pertussistoxin inaktiviert G i/o-Untereinheiten durch ADP-Ribosylierung und 

verhindert damit die Signalweiterleitung. Der beobachtete PTX-sensitive Effekt auf den cAMP-

Name SST sst2 sst3 sst4 sst5/1 

Substanz SST-14 SSTR2-
Agonist

L-779,976

SSTR3-
Agonist 

L-796,778

SSTR4-
Agonist

L-803,087

SSTR5/1-
Agonist 

L-817,818

Affinität SSTR1-5: 
~1 nM 

SSTR2:
0,05 nM 

SSTR3:
24 nM 

SSTR4:
0,7 nM 

SSTR5: 0,4 nM, 
SSTR1: 3,3 nM 
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Spiegel bestätigt demnach die Beteiligung von inhibitorischen G-Proteinen nach 

Rezeptoraktivierung. Die ähnlichen Inhibitionseffekte aller eingesetzten SSTR-Agonisten legen 

nahe, dass vermutlich alle fünf in primären Keratinozyten exprimierten SSTR-Subtypen 

funktionell und an den gleichen Signalweg gekoppelt sind. 

Abb. 3-11: Einfluss von rezeptorselektiven SSTR-Agonisten auf den cAMP-Spiegel 

Die Messung des intrazellulären cAMP-Spiegels in Forskolin (FSK)-stimulierten Keratinozyten mit 
selektiven Agonisten zeigt die Funktionalität der einzelnen Rezeptorsubtypen in Keratinozyten. SST bzw. 
die verschiedenen SSTR-Agonisten in einer Konzentration von 1 µM erniedrigen die cAMP-Synthese 
gleichermaßen, eine Vorinkubation mit Pertussistoxin (PTX) verhindert die Inhibition durch SST (n= 3, 
Mittelwerte mit Standardfehler, * P<0,05, *** P<0,005). 

3.3.2 Beeinflussung des MAPK-Signalweges durch SST 

Ein weiterer wichtiger Signalweg nach Aktivierung von SST-Rezeptoren ist die Regulation von 

MAP (mitogen-activated protein)- Kinasen über G-Proteinuntereinheiten (Lahlou et al., 2004). 

Deshalb wurde der Einfluss der einzelnen Rezeptorsubtypen auf die Aktivität von MAP-Kinasen 

untersucht. MAP-Kinasen beeinflussen ihrerseits durch Phosphorylierungsreaktionen 

hauptsächlich die Zellproliferation und –differenzierung. Die wichtigste Gruppe dieser 

Serin/Threonin-Kinasen sind die ERKs (extracellular signal-related kinases) mit den ubiquitär 

verbreiteten Isoformen ERK1 und ERK2. Deren Phosphorylierung und Aktivierung lässt sich 

durch die Verwendung von phospho-spezifischen Antikörpern nachweisen. In unstimulierten 

Keratinozyten ist nur ein geringer Teil der ERK-Gesamtmenge phosphoryliert (Abb. 3-12A). 

Nach Stimulation der Zellen mit SST kommt es zu einer kurzfristigen Aktivierung von MAP-

Kinasen, besonders von ERK2 (MAPK1, Molekulargewicht 42 kDa). Die Stimulation mit 

Wachstumsfaktoren (aus Serum, 5% FCS) diente als positive Kontrolle der MAPK-Aktivierung. 

In allen Zellen war die gleiche Menge von Gesamt-ERK nachweisbar. Die Kombination von SST 

und FCS führt zu einer weiteren Zunahme der Aktivierung. Die Phosphorylierung ist nach 5 

Minuten am stärksten und nimmt nach 10 Minuten sowohl für FCS also auch SST wieder ab. Die 
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Quantifizierung der MAPK-Aktivierung nach 5 Minuten Stimulation zeigt die signifikante 

Zunahme von phosphoryliertem ERK1/2 durch SST und ebenfalls die weitere Erhöhung der 

Wachstumsfaktor-vermittelten ERK-Aktivierung durch SST (Abb. 3-12B).  

Abb. 3-12: SST-Rezeptoraktivierung führt zur Aktivierung von MAP-Kinasen in Keratinozyten 

A: Die Aktivierung von MAP-Kinasen wurde durch den Nachweis von phosphorylierten ERK bestimmt. 
Primäre Keratinozyten wurden mit 5% FCS oder 1 µM SST (oder beidem) für 5 oder 10 Minuten 
stimuliert. Nach Zelllyse wurde der Gehalt von aktiven phospho-ERK1/2 (pERK) und Gesamt-ERK1/2 
(ERK) mittels Westernblot mit Antikörpern gegen die MAP-Kinasen ERK1 (44 kDa) und ERK2 (42 
kDa) bestimmt. B: Die MAP-Kinase-Aktivierung wird durch SST signifikant erhöht. 
Aktivitätsänderungen (nach 5 Minuten) sind relativ zur unstimulierten Kontrolle dargestellt (n= 6, 
Mittelwerte mit Standardfehler, * P<0,05; *** P<0,005).

Um zu überprüfen, welche Subtypen für die MAPK-Aktivierung verantwortlich sind,  wurde die 

Beeinflussung der MAPK-Phosphorylierung zusätzlich mit den selektiven SSTR-Agonisten 

überprüft. Dabei führte nur der SSTR4-spezifische Agonist zu einer signifikanten Erhöhung der 

ERK-Aktivierung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3-13). Diese ist vergleichbar mit der 

Aktivierung von ERK nach der Stimulation mit SST-14. Die Agonisten sst2 und sst3 hatten 

keinen nachweisbaren Einfluss auf die Aktivierung. Mit dem SSTR5/1-Agonisten konnte 

dagegen eine signifikante Reduktion der ERK-Phosphorylierung nachgewiesen werden. 

Abb. 3-13: ERK-Modulation durch rezeptorselektive SSTR-Agonisten 

Primäre Keratinozyten wurden für 5 min mit 1 µM SST bzw. selektiven SSTR-Agonisten stimuliert. Nach 
Zelllyse wurde die Menge von phosphoryliertem ERK1/2 mittels Westernblot bestimmt. Der Agonist 
sst4 erhöht die ERK-Phosphorylierung signifikant, der sst5/1-Agonist führt zu einer signifikanten 
Verminderung (n= 5, Mittelwerte mit Standardfehler, * P<0,05). 

.
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Dadurch konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche SSTR-Subtypen spezifische zelluläre 

Effekte auslösen können. Zudem konnte durch ein weiteres Effektorsystem die Aktivierung 

endogener SSTRs in primären Keratinozyten bestätigt werden. 

3.3.3 Einfluss von SST auf die Genexpression von Keratinozyten 

Um die Auswirkungen einer langfristigen SST-Stimulation und mögliche Expressionsänderungen 

nach Rezeptoraktivierung zu untersuchen, wurden cDNA-Microarray-Experimente durchgeführt. 

Dazu wurde RNA aus SST-stimulierten Keratinozyten isoliert und mit RNA aus unstimulierten 

Zellen verglichen. Die mRNA wurde revers transkribiert und Probe- sowie Kontroll-cDNA 

unterschiedlich fluoreszenzmarkiert. Die erhaltene cDNA wurde auf Microarrays hybridisiert, auf 

denen 1282 cDNAs von unterschiedlichen hautspezifischen Genen vierfach aufgebracht waren. 

Durch den Vergleich von behandelter und Kontrollprobe konnten so spezifische 

Expressionsmuster identifiziert werden. Dabei wurden zusätzlich die Expressionsänderungen in 

primären Keratinozyten junger sowie alter Spender verglichen. Dazu wurden 

Keratinozytenkulturen von unterschiedlichen Hautspendern (neonatal bzw. älter als 65 Jahre) 

angelegt und ausdifferenziert. Jede Kultur wurde jeweils für 24 Stunden mit SST stimuliert, 

während Kontrollzellen der jeweiligen Kultur unbehandelt blieben. Aus beiden Ansätzen wurde 

RNA aufgereinigt und in cDNA umgeschrieben. Nach der Hybridisierung der cDNAs auf 

Microarrays wurden aus den Hybridisierungssignalen die relativen Expressionsänderungen 

berechnet und signifikant veränderte Gene dargestellt (Abb. 3-14).  

Abb. 3-14: Die SST-Rezeptoraktivierung bewirkt eine Änderung der Genexpression in Keratinozyten 

Gezeigt sind die Änderungen der Genexpression von etwa 1000 hautrelevanten Genen nach 24 Stunden 
SST-Stimulation im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkeratinozyten. Die mRNA stammte aus 
primären Keratinozyten neonataler Spender. Jeder Datenpunkt entspricht der Expressionsänderung eines 
Gens, die Mittelwerte aus vier Microarrayexperimenten sind logarithmisch dargestellt. Der Großteil der 
Gene war nicht signifikant reguliert, einzelne Gene waren nach SSTR-Aktivierung unterschiedlich 
exprimiert (oberhalb der grünen Linie: signifikant induziert, unterhalb der roten Linie: signifikant 
reprimiert), diese wurden funktionell weiter charakterisiert. 
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Die Expressionsdaten aus vier Microarrays wurden zusammengefasst, eine Änderung der 

Genexpression um den Faktor 2 wurde dabei als signifikant betrachtet. Der Großteil aller 

mRNAs (über 95%) war nach SST-Stimulation nicht signifikant verändert. Es konnte aber bei 

einzelnen Genen ein signifikanter Einfluss auf die Expression nach Rezeptoraktivierung 

festgestellt werden. Zum Vergleich von simultan regulierten Genen wurden die erfassten Daten 

hierarchisch gruppiert (Abb. 3-15). Dabei konnten zusätzlich mehrere Expressionsgruppen nach 

SST-Stimulation (für Keratinozyten junger bzw. alter Spender) unterschieden werden. 

So wurde beispielsweise eine differentielle Genexpression nach 24-stündiger SST-Stimulation für 

verschiedene epidermale Rezeptoren nachgewiesen. In jungen Keratinozyten ist die Expression 

des Serotoninrezeptors 2B sowie des CD44-Hyaluronsäurerezeptors, der sowohl an der 

Zelladhäsion als auch an der Signaltransduktion durch Interaktion mit Matrixproteasen und 

Zytoskelettelementen beteiligt ist (Ponta et al., 2003), erhöht. Dagegen ist die Expression des 

Somatostatinrezeptors 4 nach SST-Stimulation verringert. In Keratinozyten alter Spender wird 

durch Somatostatinstimulation die Expression des Insulinrezeptors reprimiert. Weitergehend war 

die Expression des Wachstumsfaktorrezeptors VEGFR und des Neuropeptid Y-Rezeptors 

induziert. In Zellen junger Spender waren nach SST-Behandlung verschiedene Keratine 

(CK6/16/17, CK14, CK10) verringert exprimiert. Außerdem ist die Expression von Genen, die 

für Proteine der extrazellulären Matrix kodieren, geändert. So ist die Expression von Fibronektin 

in jungen Keratinozyten induziert, während die Kollagenexpression in alten Keratinozyten 

reduziert ist. Zusätzlich ist die Expression der Matrixprotease MMP-1, die wichtigen Einfluss auf 

die Zellmigration hat (Pilcher et al., 1997; Sternlicht und Werb, 2001), in Keratinozyten alter 

Spender reprimiert. Ebenfalls wurden Gene reguliert, die für Tight Junction-Komponenten 

kodieren. So ist in neonatalen Keratinozyten die Claudin-4-Expression erhöht. Zusätzlich war 

auch die Genexpression mehrerer Komponenten des cAMP-Signalweges verändert. Nach 

Rezeptoraktivierung ist beispielsweise die Expression der Adenylatzyklase ADCY7 inhibiert, aber 

auch die Expression der cAMP-abhängigen Proteinkinase A und der durch diese regulierten 

Transkriptionsfaktoren CREB2/3. Ein weiterer cAMP-Effektor ist der 

Guaninnukleotidaustauschfaktor cAMP-GEF (Epac, exchange protein directly activated by cAMP).

Dieser steuert die Rap1-vermittelte Integrinadhäsion (Bos et al., 2001; Lahlou et al., 2003). Rap1 

ist eine kleine GTPase, die Integrine vernetzen und aktivieren kann. Dabei kann über 

Beeinflussung des cAMP-Spiegels der cAMP-GEF-Signalweg aktiviert werden. In SST-

stimulierten Keratinozyten war die Expression des cAMP-GEFII (Epac2) erhöht; desweiteren 

war auch die Expression verschiedener Integrine induziert. Dies könnte eine verstärkte 

Zelladhäsion bewirken und damit auch Einfluss auf die Zellmigration haben.
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Abb. 3-15: Regulierte Gene nach SST-Rezeptoraktivierung in jungen sowie alten Keratinozyten  

Es wurden die RNA-Expressionsunterschiede nach 24-stündiger SST-Stimulation in Keratinozyten junger 
(neonatal) und alter Spender (>65 Jahre) verglichen. Rote Felder bezeichnen eine signifikante 
Expressionsrepression der entsprechenden Gene nach SSTR-Aktivierung im Vergleich zu unbehandelten 
Kontrollzellen, grüne Felder eine signifikante Induktion der Genexpression nach SSTR-Aktivierung. 
Gennamen sind als Abkürzungen angegeben. Die in jungen bzw. alten Keratinozyten unterschiedlich 
regulierten Gene sind in einzelne Gruppen geordnet: signifikante Repression in jungen (A) bzw. alten (B) 
Keratinozyten, signifikante Induktion in jungen (C) bzw. alten (D) Keratinozyten oder Induktion in 
beiden Gruppen (E). Die Daten sind Mittelwerte aus jeweils 4 unabhängigen Microarrayexperimenten, die 
Keratinozyten-RNA stammte von 5 neonatalen bzw. 3 alten Spendern. 
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3.4 Somatostatin reguliert die Barrierefunktion von Keratinozyten 
Der Somatostatinrezeptor SSTR3 ist in einfachen Epithelien an der Regulation von Tight 

Junctions (TJs) beteiligt. Dabei wird der SSTR3 über die Interaktion mit dem PDZ-

Domänenprotein MUPP1 (multiple PDZ domain protein 1) in TJs lokalisiert und kann nach 

Aktivierung die epitheliale Permeabilität beeinflussen (Liew et al., 2009). Außerdem wurde in 

SST-stimulierten Keratinozyten eine Veränderung der Genexpression von TJ-Proteinen 

festgestellt.

Deshalb wurde die subzelluläre Lokalisation des SSTR3 in primären Keratinozyten untersucht. 

Dazu wurden diese durch Erhöhung der extrazellulären Kalziumkonzentration ausdifferenziert 

und immunzytologische Färbungen durchgeführt. In diesen Zellen ist eine durchgängige SSTR3-

Antikörperfärbung an den Zellgrenzen nachweisbar (Abb. 3-16A), was auf eine Lokalisierung in 

TJs hindeutet. Es ist außerdem eine vermutlich unspezifische Kernfärbung durch den 

verwendeten Antikörper sichtbar. Die Ausbildung funktioneller TJs zwischen diesen Zellen 

wurde bestätigt, da vor der Färbung ein deutlich erhöhter transepithelialer Widerstand der 

Keratinozytenzellschicht gemessen werden konnte (450 cm2, Abb. 3-16B).

Abb. 3-16: Subzelluläre Verteilung des SSTR3 in differenzierten primären Keratinozyten 

A: In der immunzytologischen Färbung ist der endogene SSTR3 (grün) an Zell-Zellgrenzen lokalisiert. Es 
ist eine durchgängige Membranfärbung sichtbar. B: Der transepitheliale Widerstand (TER) der in A 
gezeigten Keratinozytenzellschicht. Konfluente Zellen wurden durch Erhöhung der extrazellulären 
Kalziumkonzentration differenziert, der TER gemessen und die Zellen nach drei Tagen fixiert und 
gefärbt. Der hohe parazelluläre Widerstand belegt die Ausbildung funktioneller Tight Junctions 
(Mittelwerte mit Standardabweichung). 

Weitere Experimente zeigten, dass die beobachtete Lokalisation deutlich vom 

Differenzierungsstatus der Keratinozyten abhängt. Die extrazelluläre Kalziumkonzentration 

beeinflusst die Differenzierung von Keratinozyten (Hennings et al., 1980; Yuspa et al., 1989) und 

funktionelle TJs werden in Keratinozyten erst nach Erhöhung der extrazellulären 



ERGEBNISSE

48

Kalziumkonzentration gebildet (Yuki et al., 2007). Bei geringen Kalziumkonzentrationen war in 

primären Keratinozyten nur eine diffuse Verteilung des SSTR3 und des TJ-Proteins MUPP1 

sichtbar; nach Erhöhung der extrazellulären Konzentration auf 1,8 mM Ca2+ zeigt sich eine 

deutliche Membranlokalisation für beide Proteine (Abb. 3-17A). Neben der Lokalisation ändert 

sich während der Differenzierung gleichzeitig auch die Expression beider Proteine. In 

Keratinozyten ist unter niedrigen Kalziumbedingungen bereits eine geringe SSTR3- und MUPP1-

Expression nachweisbar, diese wird nach dem Wechsel auf 1,8 mM Ca2+ in differenzierten 

Keratinozyten stark erhöht (Abb. 3-17B). 

Abb. 3-17: Lokalisation und Expression von SSTR3 und MUPP1 in unterschiedlichen Differenzierungsstadien 

A: Immunlokalisation von SSTR3 und MUPP1 in undifferenzierten (0,07 mM Ca2+) und differenzierten 
(1,8 mM Ca2+) Keratinozyten. Erst bei hohen Ca2+-Konzentrationen wird eine Lokalisation an 
Zellgrenzen sichtbar. B: Die SSTR3- bzw. MUPP1-Expression wurde in Zelllysaten unter 
unterschiedlichen Kalziumbedingungen mittels Westernblot überprüft. Beide Proteine sind nachweisbar, 
wobei die Expression nach dem Wechsel auf 1,8 mM Ca2+ zunimmt. Es wurden gleiche Proteinmengen 
analysiert, Tubulin diente als Ladekontrolle. 

3.4.1 Interaktion des SSTR-Subtyps 3 mit dem Tight Junction-Protein 
MUPP1 in Keratinozyten 

Da in epithelialen Zelllinien (MDCK-II/MCF7) eine Bindung des TJ-assozierten Proteins 

MUPP1 an das C-terminale PDZ-Bindemotiv des SSTR3 nachgewiesen werden konnte, wurde 

überprüft, ob in Keratinozyten der SSTR3 ebenfalls mit MUPP1 interagiert. 

Zuerst wurde die Expression und Lokalisation von MUPP1 in der humanen Epidermis 

charakterisiert. In Hautbiopsien ist MUPP1 spezifisch an Zell-Zellgrenzen von Keratinozyten 

nachweisbar (Abb. 3-18A). Dabei ist eine breite Expression in allen lebenden Schichten der 

Epidermis sichtbar. Dieses Muster ist vergleichbar mit anderen epidermalen TJ-Proteinen wie 

Claudin-1 oder JAM-1, die ebenfalls in der gesamten Epidermis und nicht nur im stratum 

granulosum exprimiert werden (Brandner et al., 2006b). Im Westernblot konnte MUPP1 in Lysaten 
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aus Hautbiopsien bei einem Molekulargewicht von 250 kDa nachgewiesen werden (Abb. 3-18B). 

In primären Keratinozyten ist ebenfalls eine durchgängige Membranfärbung und ein deutliches 

TJ-Muster erkennbar (Abb. 3-18C). 

Abb. 3-18: Expression von MUPP1 in humaner Epidermis und Keratinozyten 

A: Immunhistologischer Nachweis von MUPP1 (rot) in der Epidermis. MUPP1 wird in der gesamten 
Epidermis exprimiert; in der Dermis oder im stratum corneum ist keine Färbung sichtbar. Die epidermalen 
Zellschichten sind mit c (stratum corneum), gr (stratum granulosum), sp (stratum spinosum) und b (stratum basale)
gekennzeichnet. B: Detektion von MUPP1 in lysierten Hautbiopsien mittels Westernblot. C: Subzelluläre 
Lokalisation in differenzierten Keratinozyten (rot), es ist ein durchgängiges TJ-Muster erkennbar. 
Zellkerne sind mit DAPI (blau) gefärbt. 

Die physikalische Interaktion zwischen SSTR3 und MUPP1 wurde zunächst durch eine 

Affinitätspräzipitation von endogenem MUPP1 mit einem C-terminalen SSTR3-Peptid überprüft. 

Dazu wurden Proteine aus Keratinozytenlysat analysiert, die spezifisch an immobilisiertes 

SSTR3-Peptid (Sequenz: KSSTMRISYL) binden. Dabei konnte MUPP1 präzipitiert und somit 

eine Interaktion mit dem SSTR3-C-Terminus nachgewiesen werden (Abb. 3-19A). Zusätzlich 

zum Nachweis von MUPP1 bei einer Größe von 250 kDa konnte auch eine zweite Bande mit 

höherem Molekulargewicht detektiert werden. Hierbei könnte es sich um eine der Spleißvarianten 

handeln, die zuvor beschrieben wurden (Mancini et al., 2000; Liew, 2004). Mit einem 

unspezifischen Peptid (GKAP (guanylate kinase associated protein)-C-Terminus) oder ohne Peptid 

konnte dagegen kein MUPP1 präzipitiert werden.  

Weitergehend wurde die Interaktion von SSTR3 und MUPP1 durch Ko-Immunpräzipitationen

charakterisiert. Dazu wurde endogenes MUPP1 aus Keratinozytenlysat präzipitiert und an dieses 

gebundene Proteine mittels Westernblot untersucht. Im Präzipitat ist SSTR3 als MUPP1-

bindendes Protein nachweisbar (Abb. 3-19B). Im reziproken Ansatz, der Präzipitation von 

endogenem SSTR3 und dem Nachweis der Interaktion mit MUPP1, konnte ebenfalls 

gebundenes MUPP1 detektiert werden. In dem Kontrollexperiment mit einem unspezifischen 

Antikörper (gegen das neuronale PDZ-Protein Shank1) war keine Präzipitation von MUPP1 oder 

SSTR3 aus dem Zelllysat möglich. 
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Abb. 3-19: Spezifische Interaktion von SSTR3 mit MUPP1 in Keratinozyten  

A: Affinitätspräzipitation von MUPP1 mit einem C-terminalen SSTR3-Peptid. Proteine wurden aus 
Zelllysaten von differenzierten Keratinozyten (Input) mit dem SSTR3-Peptid, einem Peptid des GKAP-
C-Terminus (Kontrolle) oder ohne Peptid (negativ) präzipitiert (Pulldown, PD), und die Bindung von 
MUPP1 mittels Westernblot (WB) nachgewiesen. MUPP1 kann nur mit dem SSTR3-Peptid spezifisch aus 
Lysat präzipitiert werden. B: Ko-Immunpräzipitation (IP) von SSTR3 sowie MUPP1 aus Keratinozyten. 
Interagierende Proteine wurden mit Antikörpern gegen MUPP1, SSTR3 und dem PDZ-Protein Shank1 
(als Kontrolle) aus Keratinozytenlysaten präzipitiert. Input (In) sowie Präzipitate (P) wurden mit den 
darunter angegeben Antikörpern mittels Westernblot (WB) analysiert. Es bindet sowohl SSTR3 an 
immunpräzipitiertes MUPP1 (markiert durch *), als auch MUPP1 an immunpräzipitierten SSTR3 
(markiert durch ). Keines der beiden Proteine wurde durch den unspezifischen Kontrollantikörper 
präzipitiert.

Die Interaktion wurde auch durch Kolokalisationsstudien untersucht. Dabei konnte eine 

übereinstimmende Lokalisation der beiden endogenen Proteine gezeigt werden (Abb. 3-20A). 

Diese Kolokalisation ist aber dadurch limitiert, dass beide Antikörper im Bereich der SSTR3-

MUPP1-Interaktion (SSTR3-C-Terminus sowie MUPP1-PDZ-Domäne) binden. Deshalb wurde 

zusätzlich die Lokalisation eines ektopisch exprimierten SSTR3-Konstruktes untersucht. Dabei 

wurde die Kolokalisation auch in diesen transfizierten Zellen (mit Antikörpern gegen das T7-

Epitop des Rezeptors sowie gegen endogenes MUPP1) bestätigt (Abb. 3-20B).

Abb. 3-20: Kolokalisation von SSTR3 und MUPP1 in humanen Keratinozyten 

A: In primären Keratinozyten wurde die endogene Expression von SSTR3 und MUPP1 durch spezifische 
Antikörper detektiert. Die Überlagerung zeigt die Kolokalisation beider Proteine. B: Primäre 
Keratinozyten wurden mit einem SSTR3-Konstrukt (kodiert für ein SSTR5-SSTR3-Fusionsprotein mit N-
terminalem T7-Peptidantigen) transfiziert. Die Immunfärbung mit T7- und MUPP1-Antikörpern zeigt 
eine übereinstimmende Membranlokalisation. Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. 
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3.4.2 Somatostatin erhöht den epithelialen Widerstand von Keratinozyten 

Um den Einfluss der SST-Rezeptoraktivierung auf die Funktionalität von Tight Junctions in 

Keratinozyten zu untersuchen, wurde die Permeabilität von konfluenten Keratinozyten-

zellschichten nach SST-Stimulation bestimmt. Durch Messungen des transepithelialen 

Widerstandes (TER) kann die parazelluläre Durchlässigkeit von konfluenten Zellen bestimmt 

werden (Matter und Balda, 2003a). In primären Keratinozytenkulturen dreier unterschiedlicher 

Hautspender wurden Änderungen des TER nach SST-Stimulation während der Bildung von 

Tight Junctions bestimmt. Die Messungen wurden über 48 Stunden nach SST-Zugabe zu 

verschiedenen Zeitpunkten durchgeführt und so ein Zeitverlauf dargestellt (Abb. 3-21). Dabei ist 

der transepitheliale Widerstand von SST-stimulierten Zellen durchgehend höher als der TER von 

unbehandelten Zellen. Der Widerstand nimmt innerhalb der ersten 8 Stunden (signifikante 

Zunahme nach 2, 4, 6 und 8 Stunden) nach Rezeptoraktivierung zu und bleibt auch nach 

48 Stunden im Vergleich zu unstimulierten Zellen erhöht. Dies belegt einen signifikanten 

Einfluss von Somatostatin auf die Tight Junction-Permeabilität von Keratinozyten. 

Abb. 3-21: Somatostatin erhöht den transepithelialen Widerstand (TER) von konfluenten Keratinozyten 

Differenzierte Keratinozyten wurden mit 50 nM SST stimuliert und der TER der Zellschicht zu den 
angegebenen Zeitpunkten mit einem Ohmmeter gemessen. Vor der Stimulation wurden Zell-
Zellverbindungen mit Niedrig-Ca2+-Medium kurzzeitig zerstört und durch erneutes Zugeben von Hoch-
Ca2+-Medium der synchronisierte Aufbau von Tight Junctions ermöglicht. Die primären Keratinozyten 
stammten von drei unterschiedlichen Hautspendern. Die Änderungen des transepithelialen Widerstands 
( cm2) der konfluenten Zellschicht sind als Prozentwerte im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen 
dargestellt. (n= 8, Mittelwerte mit Standardfehler, * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,005). 
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3.4.3 SSTR-Aktivierung ändert die Zusammensetzung von Tight Junctions 

Aufbauend auf den Ergebnissen zur Regulation der TJ-Permeabilität wurde der Einfluss von SST 

auf die Expression von TJ-Proteinen untersucht. Die Expression verschiedener Claudine 

bestimmt die parazelluläre Durchlässigkeit von Zellen (Tsukita et al., 2002; Turksen und Troy, 

2004). Deshalb wurden Änderungen der Claudin-Proteinexpression in SST-stimulierten 

Keratinozyten überprüft. Die mRNA-Synthese von Claudin-1 und Claudin-4 war in primären 

Keratinozyten nach 24-stündiger SST-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen erhöht. 

Für Claudin-4 war dabei eine signifikante Zunahme der Expression nachzuweisen (etwa dreifach 

erhöht im Vergleich zu Kontrollzellen, Abb. 3-22A). Die darauffolgende Untersuchung der 

Claudin-4-Expression nach 24 Stunden mittels Westernblot zeigte ebenfalls eine signifikante 

Erhöhung durch SST-Stimulation von Keratinozyten (Abb. 3-22B). Die Erhöhung der 

Claudinexpression korrelierte dabei mit dem Anstieg des transepithelialen Widerstandes in 

Keratinozyten (Abb. 3-21). 

Abb. 3-22: Somatostatin induziert die Expression von Claudin-4 in Keratinozyten  

A: Genexpression von Claudin-1 und Claudin-4 in SST-stimulierten Keratinozyten relativ zu 
unbehandelten Kontrollzellen. Die Expressionsänderungen wurden in Microarrayexperimenten (n= 4) 
ermittelt. Nach 24 Stunden Behandlung mit 1 µM SST ist die Menge der Claudin-4-mRNA signifikant 
erhöht. B: Die Proteinkonzentration von Claudin-4 wird durch 1 µM SST signifikant erhöht (n= 5, 
Mittelwerte mit Standardfehler, * P<0,05). Proteinmengen wurden nach 24 Stunden SST-Stimulation von 
differenzierten Keratinozyten (Tubulin als Ladekontrolle) quantifiziert. 
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3.5 Somatostatin inhibiert die Proliferation von Keratinozyten 
Somatostatin übt eine antiproliferative Wirkung auf viele Zelltypen aus (Moller et al., 2003). 

Deshalb wurde die Beeinflussung des Wachstums von Keratinozyten nach einer SST-Stimulation 

untersucht. Durch die Zugabe von Somatostatin zu proliferierenden Keratinozyten konnte eine 

deutliche Inhibition des Zellwachstums nach 72 Stunden festgestellt werden (Abb. 3-23). Die 

Zellzahl wurde auf 75% im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen signifikant reduziert. 

Abb. 3-23: Die Proliferation von Keratinozyten wird durch SST inhibiert 

Proliferierende Keratinozyten wurden für 72 Stunden mit 1 µM SST behandelt und die Zellzahl im 
Vergleich zu Kontrollzellen bestimmt (n= 13, Mittelwerte mit Standardfehler, *** P<0,005). Dabei wird 
die Proliferation durch SST-Gabe signifikant vermindert. 

Um den Einfluss der einzelnen SSTR-Subtypen auf die Zellproliferation zu untersuchen, wurden 

erneut die subtypselektiven SSTR-Agonisten (sst2-5/1) verwendet. Dabei inhibierte nur der 

SSTR5/1-spezifische Agonist signifikant die Keratinozytenproliferation (vergleichbar mit SST), 

die übrigen rezeptorselektiven Agonisten (sst2,3,4) zeigten dagegen keinen deutlichen Effekt 

(Abb. 3-24). 

Abb. 3-24: Einfluss von rezeptorselektiven SSTR-Agonisten auf die Proliferation 

Proliferierende Keratinozyten wurden für 72 Stunden mit rezeptorselektiven SSTR-Agonisten (1 µM) 
behandelt und die Zellzahl im Vergleich zu Kontrollzellen bestimmt. Nur der SSTR5/1-spezifische 
Agonist inhibiert die Proliferation signifikant (n= 4, Mittelwerte mit Standardfehler, *** P<0,005). 
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3.6 Somatostatin inhibiert die Migration von Keratinozyten 
Die koordinierte Regulation der Keratinozytenmigration ist notwendig zur Reepithelialisierung 

während der Wundheilung und zum Aufrechterhalten der epidermalen Barriere (Singer und 

Clark, 1999). Zur Überprüfung des Einflusses von Somatostatin auf den Reepithelialisierungs-

prozess wurde die Migration von SST-behandelten Keratinozyten untersucht. Durch 

Verwundungsassays kann die Motilität von Zellen induziert und die Zellmigration in vitro

untersucht werden (Liang et al., 2007). Nach der Verwundung einer konfluenten Zellschicht 

beginnen die Zellen am Wundrand zu polarisieren und zu migrieren, um die Wunde zu schließen. 

Um den Einfluss von SST auf die Migration von Keratinozyten zu untersuchen, wurde die 

Reepithelialisierung einer verwundeten Fläche über einen Zeitraum von 24 Stunden verfolgt und 

die Größe der Verwundungsfläche zu verschiedenen Zeitpunkten vermessen. Dabei war eine 

signifikante Inhibition der Keratinozytenmigration durch Somatostatin im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen festzustellen (Abb. 3-25A).  

Abb. 3-25: SST inhibiert die Migration von Keratinozyten 

A: Im Migrationsassay mit primären Keratinozyten wurde die Reepithelialisierung gleicher Flächen nach 
einer Verwundung untersucht. Die Migration der Zellen wurde über 24 Stunden nach Behandlung mit 
1 µM SST aufgezeichnet. Die Proliferation der Zellen während des Experimentes wurde durch einen mit 
ionisierender Röntgenstrahlung induzierten Zellzyklusarrest verhindert. Während Kontrollzellen (links) 
über die gesamte Verwundungsfläche migrieren, ist bei SST-stimulierten Zellen (rechts) die Migration 
verzögert. B: Die Bestimmung der wiederbewachsenen Fläche nach 24 h SST-Stimulation (relativ zu 
Kontrollzellen) zeigt eine signifikante Inhibition der Zellmigration (n= 7, *** P<0,005)
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Die Zellen wurden zuvor mit Röntgenstrahlung bestrahlt, um Proliferationseffekte bei der 

Reepithelialisierung auszuschließen. Während Kontrollkeratinozyten die Wunde nach 18 Stunden 

vollständig reepithelialisiert hatten, migrierten SST-behandelte Keratinozyten über eine deutlich 

geringere Distanz der Verwundungsfläche. Dies lässt auf eine verlangsamte Migration nach SST-

Stimulation schließen. Die Messung und Quantifizierung der bewachsenen Flächen nach 24 

Stunden zeigt, dass die SST-behandelten Keratinozyten nur 65 % der Kontrollfläche 

wiederbewachsen (Abb. 3-25B).  

Die Stimulation von migrierenden Keratinozyten mit subtypselektiven SSTR-Agonisten zeigte 

jeweils vergleichbare Inhibitionsraten zur Stimulation mit SST (Abb. 3-26). Zwischen den 

einzelnen Agonisten sind keine signifikanten Unterschiede in der Migrationsinhibition zu 

erkennen. Im Gegensatz zu den Proliferationsexperimenten, in denen nur der SSTR5/1-

spezifische Agonist einen Effekt zeigt, können demnach alle SSTR-Subtypen die Zellmigration 

auf die gleiche Weise inhibieren. 

Abb. 3-26: Inhibierung der Zellmigration durch selektive SSTR-Agonisten 

In Migrationsassays wurde die Reepithelialisierung gleicher Flächen über 24 Stunden nach Behandlung 
von primären Keratinozyten mit 1 µM SST bzw. verschiedenen SSTR-Agonisten untersucht (n= 5, 
Mittelwerte mit Standardfehler, *P<0,05; **P<0,01).  

3.7 Somatostatin beeinflusst die Dynamik des Zytoskeletts 
Um zu ermitteln, über welche zellulären Mechanismen SST die Migration von Keratinozyten 

beeinflusst, wurden Änderungen des Aktinzytoskeletts von unterschiedlich stimulierten 

Keratinozyten untersucht. Das Aktinzytoskelett ist essentiell für die zelluläre Bewegung (Pollard 

und Borisy, 2003). Die Zellmigration beginnt mit der Ausbreitung der Zelle in 

Migrationsrichtung, dabei wird am Leitsaum ein hochdynamisches, aktinreiches Lamellipodium 

ausgebildet (Small et al., 2002). Deshalb wurde der Einfluss von SST auf die 
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Lamellipodiendynamik in frühen Phasen der Migration betrachtet. Die gerichtete Ausbreitung der 

Lamellipodien lässt sich nach Zellfixierung und Aktinfärbung mit fluoreszenzmarkierten 

Phalloidin bestimmen. 

3.7.1 Somatostatin verzögert die Lamellipodienbildung 

Zum Nachweis einer geänderten Aktindynamik in SST-behandelten Keratinozyten wurde die 

Ausbildung von Lamellipodien nach dreistündiger Migration betrachtet. Unbehandelte 

Kontrollzellen bildeten dabei deutliche Lamellipodien aus, die sich in Richtung der Verwundung 

ausbreiteten. Die gebildeten Lamellipodien sind in SST-behandelten Zellen kleiner (Abb. 3-27A).

Abb. 3-27: SST verzögert die Ausbildungen von Lamellipodien in migrierenden Keratinozyten 

A: Keratinozyten wurden (wie für Migrationsassays beschrieben) verwundet, nach 3 Stunden Migration 
fixiert und das Aktinzytoskelett mit Phalloidin visualisiert. SST-behandelte Keratinozyten (1 µM SST) 
bilden kleinere Lamellipodien als unbehandelte Kontrollzellen aus. Behandlung mit 5 µM LPA führt zu 
einer starken Aktivierung der Zytoskelettreorganisation. Dies kann durch gleichzeitige Stimulation mit 
SST inhibiert werden. B: Die Messung der Lamellipodienflächen zeigt eine signifikante Verringerung der 
Zellausbreitung in SST-behandelten Keratinozyten und die Kompensation der LPA-Aktivierung durch 
SST. Die Gesamtanzahl der ausgezählten Zellen ist in den jeweiligen Balken angegeben (mittlere Flächen 
(in µm2) mit Standardfehler, n= 3, * P<0,05).

Dies lässt vermuten, dass die Ausbildung von Lamellipodien durch SST verzögert wird. Zur 

Überprüfung der Lamellipodienregulation wurden die Zellen zusätzlich mit 

Lysophosphatidylsäure (LPA) behandelt. LPA ist ein Phospholipid, das die Zellmigration stark 

aktivieren kann (Mills und Moolenaar, 2003). Dabei wird nach Bindung an den LPA-Rezeptor die 

GTPase Rac1 aktiviert, was zur Aktinreorganisation und einer verstärkten Zellausbreitung führt 



ERGEBNISSE

57

(Van Leeuwen et al., 2003). Für Keratinozyten ist ebenfalls eine verstärkte Migration und 

Wundheilung nach LPA-Stimulation beschrieben (Demoyer et al., 2000; Sauer et al., 2004). 

Dementsprechend war nach Zugabe von LPA eine verstärkte Ausbildung von Lamellipodien 

sowie eine starke zytoplasmatische Aktinpolymerisation zu beobachten (Abb. 3-27A). Dieser 

Effekt von LPA auf die Lamellipodienausbreitung kann durch eine gleichzeitige SST-Stimulation 

deutlich verringert werden.  

Zur quantitativen Analyse dieser Effekte wurden die jeweiligen Lamellipodienflächen von etwa 

200 migrierenden Zellen ausgemessen. Hierbei bestätigte sich die verzögerte Zellausbreitung 

nach SSTR-Aktivierung. SST-behandelte Zellen zeigten signifikant kleinere Lamellipodienflächen 

im Vergleich zu Kontrollkeratinozyten (Abb. 3-27B). Nach Behandlung mit LPA nimmt die 

Lamellipodiengröße signifikant zu, dieser Effekt kann aber durch gleichzeitige Stimulation mit 

SST wieder rückgängig gemacht werden (Abb. 3-27B). Der Einfluss von SST auf die 

Lamellipodienausbreitung kann somit die beobachtete Inhibierung der Zellmigration (Abb. 3-25) 

nach Aktivierung von SST-Rezeptoren erklären. 

3.7.2 Somatostatin verzögert die Ausbildung von Fokaladhäsionen 

Zusätzlich zur Lamellipodienausbreitung wurde die Ausbildung von Fokaladhäsionen am 

Leitsaum der Zelle unterschiedlich behandelter Keratinozyten untersucht. Fokaladhäsionen sind 

Zellverbindungen, die das intrazelluläre Aktinzytoskelett mit der extrazellulären Matrix 

verbinden. Deshalb spielen sie eine wichtige Rolle bei der Zellmigration und erlauben die 

Fortbewegung über das Substrat. Vinculin ist ein Adapterprotein der Fokaladhäsionen, das Aktin 

mit Integrinen verbindet und so für die Übertragung mechanischer Kräfte sorgt. Durch eine 

Vinculinfärbung lassen sich die Zell-Matrix-Verbindungen in gebildeten Lamellipodien und die 

Adhäsionsdynamik der betrachteten Zellen aufzeigen. Im Vergleich mit Kontrollzellen ist in SST-

behandelten Zellen neben der verringerten Lamellipodienausbreitung ebenfalls eine deutliche 

Abnahme von Fokaladhäsionen sichtbar (Abb. 3-28). Nach Zugabe von LPA als Positivkontrolle 

kommt es hingegen zu einer massiven Ausbildung von Fokaladhäsionen.  



ERGEBNISSE

58

Abb. 3-28: SST verringert die Ausbildung von Fokaladhäsionen in migrierenden Keratinozyten 

Konfluente Keratinozyten wurden nach Verwundung unterschiedlich behandelt und nach 3 Stunden 
Migration fixiert und gefärbt. Gebildete Fokaladhäsionen wurden mit einem Vinculin-Antikörper (grün), 
aktinreiche Lamellipodien mit Phalloidin (rot) und Zellkerne mit DAPI (blau) visualisiert. Nach der 
Behandlung mit 1 µM SST zeigten Keratinozyten reduzierte Fokaladhäsionen im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen, die Behandlung mit 5 µM LPA führte dagegen zu einer starken Zunahme von 
Fokaladhäsionen.

3.7.3 Somatostatin verringert die Aktivität der GTPase Rac1 

Die Zellausbreitung in Richtung einer Wunde wird durch die gerichtete Reorganisation des 

Zytoskeletts erreicht. Die dynamische Organisation des Aktinzytoskeletts wird hauptsächlich 

durch die Familie der Rho-GTPasen reguliert (Etienne-Manneville und Hall, 2002). Dabei wird 

die zu Beginn der Migration wichtige Lamellipodienausbildung besonders durch die Regulation 

der Aktivität der GTPase Rac1 gesteuert (Ridley et al., 1992; Nobes und Hall, 1999). Auf Grund 

dessen wurde der Einfluss von Somatostatin auf die Aktivität von Rac1 während der Migration 

und der Ausbildung von Lamellipodien untersucht. Während der beginnenden 

Aktinreorganisation wurde die Menge von aktiviertem Rac1 in Zelllysaten von Keratinozyten 

bestimmt. Dazu wurde aktives, GTP-gebundenes Rac1 spezifisch mit der Bindedomäne des 

Rac1-Effektors PAK (PAK[PBD]) präzipitiert. Dabei konnte eine Abnahme von aktivem Rac1 in 

SST-stimulierten, migrierenden Keratinozyten festgestellt werden (Abb. 3-29A). Die 

Quantifizierung der Rac1-Intensitäten im Westernblot zeigte eine signifikante Abnahme von 

aktivem Rac1 (um 30%) nach SST-Behandlung im Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 3-29B). 

Demnach kann nach der Aktivierung endogener SSTRs über die Rac1-Inhibition das 

Aktinzytoskelett beeinflusst werden, was zu einer langsameren Lamellipodienausbreitung und 

schließlich verringerter Zellmigration führt.
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Abb. 3-29: SST verringert die Aktivität von Rac1 in migrierenden Keratinozyten 

A: Die Menge von aktivem Rac1 wurde durch Affinitätspräzipitation mit einer Rac1-Effektordomäne 
bestimmt. Nach 3 Stunden Migration wurden Keratinozyten lysiert und aktives Rac1 mit aufgereinigtem 
GST-PAK[PBD]-Fusionsprotein präzipitiert (I: Input, P: Präzipitat). In SST-stimulierten Keratinozyten 
ist die Rac1-Aktivität vermindert. Eine Präzipitation mit GST diente als Negativkontrolle. B: Die 
Quantifizierung der Bandenintensitäten zeigt eine signifikante Verringerung der Rac1-Aktivität nach 
Stimulation mit 1 µM SST für 3 Stunden (n= 4, Mittelwerte mit Standardfehler, **P<0,01).

3.8 Somatostatin inhibiert die epidermale Wundheilung 
Die beobachtete Inhibition der Proliferation und Migration von Keratinozyten durch SST lässt 

auf einen Einfluss von SST auf die epidermale Wundheilung schließen. Um die 

Reepithelialisierung nach einer Verwundung der Epidermis zu untersuchen, wurden ex vivo-

Wundmodelle aus Schweinehaut verwendet. Dazu wurden 3 mm große Wunden in 

Gewebeproben aus Schweineohren gestanzt und die Wundheilung nach einer Inkubation von 48 

Stunden überprüft. Die Reepithelialisierung der Wunden wurde durch Hämatoxylin-Eosin-

Färbungen von Gefrierschnitten der behandelten Modelle lichtmikroskopisch begutachtet. Dabei 

konnte bei unbehandelten Kontrollmodellen ein (weitgehend) vollständiger Wundschluss durch 

die regenerierte Epidermis festgestellt werden (Abb. 3-30A). SST-behandelte Wundheilungs-

modelle zeigten dagegen eine verzögerte Reepithelialisierung mit deutlich erkennbaren 

Wundrändern (Abb. 3-30A). Eine quantitative Auswertung der Wundheilungsrate an Hand einer 

Bewertungsskala zeigte, dass die reepithelialisierte Fläche von SST-behandelten Modellen 

signifikant kleiner als die der unbehandelten Wundmodelle ist (Abb. 3-30B). 
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Abb. 3-30: SST inhibiert die epidermale Wundheilung in der Schweinehaut 

(A) Regeneration der Epidermis im ex vivo-Wundheilungsmodell aus Schweinehaut. Nach 48 Stunden ist 
die Epidermis des unbehandelten Modells vollständig wiederhergestellt, während durch Zugabe von 2 µM 
SST die reepithelialisierte Fläche nach dem gleichen Zeitraum deutlich kleiner ist (Hämatoxylin-Eosin-
Färbung der Epidermis (E) und Dermis (D). Der Beginn der Wunde ist durch einen Pfeil gekennzeichnet 
und die neugebildete Epidermis durch eine gestrichelte Linie markiert. (B) Auswertung der Wundheilung 
nach verblindeter lichtmikroskopischer Begutachtung. Jedem gefärbten Wundmodell wurde eine 
Bewertung von 0 bis 4 zugeordnet, die einzelnen Wundheilungsstufen sind schematisch dargestellt  
(0: keine Wundheilung, 1: kleine Wundzunge, 2: große Wundzunge, 3: geschlossene einschichtige 
Epidermis, 4: geschlossene mehrschichtige Epidermis). SST-behandelte Modelle zeigten eine signifikant 
kleinere regenerierte Epidermis. Die Werte stammen aus sechs unabhängigen Experimenten; nicht 
auswertbare Wundränder wurden ausgeschlossen (Mittelwerte mit Standardfehler, * P<0,05). 
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4 DISKUSSION

Die Produktion von Somatostatin durch neuroendokrine Zellen sowie Immunzellen ist vielfach 

beschrieben (Patel, 1999; Weckbecker et al., 2003). Beide Zelltypen sind in der humanen 

Epidermis vertreten und gehören zum endokrinologischen System der Haut (Roosterman et al., 

2006). Der Nachweis der SST-Immunreaktivität in Einzelzellen in der Epidermis deutet auf eine 

Synthese und nachfolgende Sekretion von SST durch diese Zellen hin. Die Immunreaktivität 

könnte aber auch durch eine Internalisierung von interzellulär vorhandenem SST durch diese 

Zellen verursacht werden. Allerdings waren keine weiteren SST-positiven Zelltypen nachweisbar, 

die für eine SST-Sezernierung in der Epidermis verantwortlich sein könnten. Mit dem 

spezifischen Marker Cytokeratin 20 (Moll et al., 1995) wurde eine Subpopulation der SST-

positiven Zellen in der epidermalen Basalschicht eindeutig als Merkelzellen identifiziert. 

Merkelzellen kommen vereinzelt (abhängig von der Lokalisation etwa 20-300 Zellen/mm2

Hautfläche) im stratum basale vor. Obwohl ihre genaue Funktion in der Epidermis noch 

weitgehend unbekannt ist, konnte durch die Charakterisierung von Merkelzell-defizienten 

Mäusen eine Rolle bei der Tastsinneswahrnehmung gezeigt werden (Maricich et al., 2009). Da in 

ihrem Zytoplasma elektronenmikroskopisch eine hohe Dichte von intrazellulären Vesikeln 

erkennbar ist, werden sie als neuroendokrine Zellen beschrieben. Definierte sekretionsauslösende 

Stimuli konnten noch nicht nachgewiesen werden, allerdings deuten morphologische und 

molekulare Untersuchungen darauf hin, dass Merkelzellen nach mechanischer oder elektrischer 

Stimulation sekretionsaktiv sind (Lumpkin et al., 2007). Zudem wurde die Expression von 

charakteristischen Proteinen, die an der Vesikelfreisetzung sowie der Hormon- und 

Neurotransmitterproduktion beteiligt sind, in Merkelzellen nachgewiesen (Haeberle et al., 2004). 

Als sekretierte Hormone kommen verschiedene Neuropeptide, wie etwa Neuropeptid Y, 

Neurokinin, VIP (Vasoaktives intestinales Peptid), CGRP (calcitonin gene-related peptide), Galanin 

oder Substanz P in Frage, deren Expression durch Merkelzellen bestätigt wurde (Hartschuh et al., 

1983; Fantini und Johansson, 1995; Cheng-Chew und Leung, 1996; Leung und Wong, 2000). 

Zusätzlich wurden immunhistologisch sporadisch Somatostatin-positive Merkelzellen in der 

Leistenhaut (haarlose Haut der Hand- und Fussflächen) nachgewiesen (Fantini et al., 1995). Die 

molekularbiologischen und immunhistologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit 

bestätigen dies. Hierbei konnten auch in der Haut weiterer Körperregionen (der hauptsächlich 

vorkommenden, behaarten Felderhaut des Körpers) SST-positive Merkelzellen identifiziert 

werden. Im Gegensatz zu der berichteten sporadischen SST-Reaktivität konnte dabei auch eine 

SST-Expression in mehr als 50% aller identifizierten Merkelzellen bestätigt werden. Diese lokalen 

Unterschiede der SST-Expression deuten auf distinkte epidermale Merkelzellpopulationen in 
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verschiedenen Hautarealen hin. Die Existenz solcher unterschiedlichen Merkelzellpopulationen 

mit charakteristischen Proteinexpressionsmustern wurde zuvor bestätigt (Eispert et al., 2009). 

Zusätzlich wurde Somatostatin in dendritischen Zellen nachgewiesen. Zu den dendritischen 

Zellen in der Epidermis gehören die suprabasal lokalisierten Langerhanszellen und die 

Melanozyten, die nur im stratum basale auftreten. Langerhanszellen sind antigenpräsentierende und 

sekretionsaktive Immunzellen (Lambert und Granstein, 1998; Torii et al., 1998). Diese Zellen 

sekretieren hauptsächlich Zytokine, aber auch verschiedene Neuropeptide (Staniek et al., 1995; 

Torii et al., 1997; Lambert et al., 2002). In dieser Arbeit wurden epidermale dendritische Zellen 

mit einem Antikörper gegen das S100-Protein identifiziert. Obwohl die S100-Reaktivität als 

zuverlässiger Marker für Langerhanszellen beschrieben ist (Cocchia et al., 1981; Modlin et al., 

1984), wurde eine vereinzelte Reaktivität auch in Melanozyten dokumentiert. Allerdings konnte 

eine eindeutige Expression des S100-Proteins nur in Melanomzellen gezeigt werden, während 

diese in untransformierten Melanozyten nicht festzustellen war (Hachisuka et al., 1986). Ebenso 

waren mit dem in dieser Arbeit eingesetzten Antikörper ausschließlich Einzelzellen in der 

suprabasalen Epidermis nachzuweisen. Demnach ist dieser ein spezifischer Marker für 

epidermale Langerhanszellen. Dies deckt sich mit früheren Arbeiten, in denen Langerhanszellen 

als mögliche SST-sezerniernde Zellen beschrieben wurden (Gaudillere et al., 1997). Weitergehend 

wurde, vergleichbar zu Merkelzellen, in etwa 60% aller identifizierten dendritischen Zellen eine 

deutliche SST-Reaktivität festgestellt. Auch in Untersuchungen der Epidermis von 

Psoriasispatienten konnte eine abgrenzbare Subpopulation von SST-positiven dendritischen 

Zellen nachgewiesen werden (Talme et al., 1997). Psoriasis (Schuppenflechte) zeichnet sich durch 

eine pathologisch erhöhte Keratinozytenproliferation und eine Störung der epidermalen Barriere 

aus. Verschiedene Neuropeptide können die Entwicklung der Psoriasis beeinflussen (Saraceno et 

al., 2006). Dementsprechend konnte ebenso eine vermehrte Anzahl SST-positiver Zellen in 

ausgeprägten Psoriasisläsionen festgestellt werden; diese Zahl wird aber während des 

Heilungsprozesses wieder reduziert (Talme et al., 1999). Ebenso sind die SST-Konzentrationen 

von Psoriasispatienten (gemessen im Serum) im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden 

signifikant erhöht (Geisner et al., 2007). Die Korrelation der SST-Expression mit der Regression 

psoriatischer Läsionen lässt auf einen positiven Effekt des Somatostatins bei der Heilung 

schliessen. Übereinstimmend wurde Somatostatin in mehreren Studien erfolgreich zur Therapie 

der Psoriasis eingesetzt (Weber et al., 1982; Venier et al., 1988).

Als nächster Schritt wurde die Expression der Somatostatinrezeptoren in humanem Hautgewebe 

charakterisiert. So konnten erstmalig die mRNAs aller fünf SSTR-Subtypen in isolierten 

Keratinozyten nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis wird durch immunhistologischen 

Untersuchungen unterstützt, bei denen eine epidermale Immunreaktivität für alle SSTR-Subtypen 
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gezeigt werden konnte (Hagströmer et al., 2006). Dabei konnten sowohl in unterschiedlichen 

Hautschichten als auch in pathologisch veränderter Haut Expressionsunterschiede der einzelnen 

Subtypen beobachtet werden. So war in psoriatischer Epidermis im Vergleich zu gesunder Haut 

die Expression der Subtypen SSTR4 und SSTR5 erhöht (Hagströmer et al., 2006). Eine 

gleichzeitige Expression verschiedener SSTR-Subtypen wurde ebenfalls in anderen humanen 

Epithelien festgestellt. In einfachen Epithelien konnte eine Expression aller SSTR-Subtypen in 

der Niere (Bhandari et al., 2008), der Magenschleimhaut (Le Romancer et al., 1996) und im 

Darmepithel (Laws et al., 1997; Taniyama et al., 2005) gezeigt werden. In der Prostata sind alle 

Subtypen in unterschiedlichen Expressionsmustern vorhanden (Sinisi et al., 1997; Dizeyi et al., 

2002). Im mehrschichtigen Hornhautepithel konnten zudem die Subtypen SSTR1 sowie SSTR2 

nachgewiesen werden (Klisovic et al., 2001). Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass Somatostatin von neuroendokrinen Merkelzellen sowie dendritischen 

Langerhanszellen in der Epidermis gebildet wird, während die Somatostatinrezeptoren auf 

epidermalen Keratinozyten lokalisiert sind (Abb. 4-1). 

Abb. 4-1: Die Lokalisation des SST/SSTR-Systems in der humanen Epidermis 

Dargestellt ist ein Modell der SST- sowie SSTR-Expression in der Epidermis. Dabei wird Somatostatin 
(SST) von Merkelzellen (M) sowie von dendritischen Langerhanszellen (L) synthetisiert und sezerniert. 
Die fünf Somatostatinrezeptor (SSTR)-Subtypen sind auf epidermalen Keratinozyten lokalisiert. Eine 
verstärkte Expression findet sich in terminal differenzierten Keratinozyten in der oberen Epidermis 
(nachgewiesen für SSTR3), dort sind auch Tight Junctions lokalisiert. Die epidermalen Zellschichten sind 
mit c (stratum corneum), g (stratum granulosum), s (stratum spinosum) und b (stratum basale) gekennzeichnet. 
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4.1 Die Funktion des epidermalen SSTR-Systems 
Als weiterer Schritt wurde die Funktionalität der endogenen SST-Rezeptoren in primären 

Keratinozyten bestätigt. Nach Ligandenbindung an den Rezeptor werden heterotrimere G-

Proteine aktiviert, diese bestehen aus der G -Untereinheit, die GTPase-Aktivität besitzt, und dem 

-Komplex (Gilman, 1987). G-Proteine werden nach der gebundenen G -Untereinheit benannt, 

von denen vier Subfamilien (G s, G i/o, G q und G 12/13) bekannt sind, die unterschiedliche 

Signalwege aktivieren können (Simon et al., 1991). Der klassische Signalweg nach Aktivierung 

von Gi-Protein gekoppelten Rezeptoren ist die Inhibition der Adenylatzyklase. Die darauf 

folgende Modulation des cAMP-Spiegels ist ein zuverlässiger Nachweis für die SST-

Rezeptoraktivierung in vielen Zellsystemen (Patel et al., 1994a; Csaba et al., 2001). Aus diesem 

Grund wurde dieser Signalweg zur Untersuchung der SSTR-Funktionalität gewählt. Die 

Funktionalität der einzelnen Subtypen in Keratinozyten wurde durch vier verschiedene 

rezeptorselektive SSTR-Agonisten bestätigt. Alle untersuchten SSTR-Subtypen in Keratinozyten 

sind an diesen Signalweg gekoppelt und senken damit den intrazellulären cAMP-Spiegel. In 

Keratinozyten wurde eine Beeinflussung des cAMP-Signalweges bereits durch andere GPCRs 

nachgewiesen (Orenberg et al., 1983; Haegerstrand et al., 1989; Takahashi et al., 1993). Zyklisches 

AMP ist als second messenger für die Regulation vieler wichtiger Funktionen von Keratinozyten 

verantwortlich. So wurde ein Einfluss von cAMP auf die epidermale Barriere festgestellt (Denda 

et al., 2004), wobei die Verringerung des intrazellulären cAMP die Barriereregeneration 

beschleunigt. Außerdem wurde beschrieben, dass eine geänderte cAMP-Synthese in der 

Epidermis einen Einfluss auf die Pathogenese von Psoriasis und atopischer Dermatitis haben 

kann (Voorhees et al., 1972; Reed et al., 1976). Zudem steuert cAMP die Proliferation (Green, 

1978; Takahashi et al., 2004) und Migration (Iwasaki et al., 1994; Pullar und Isseroff, 2005) von 

Keratinozyten. Der cAMP-Signalweg kann auch längerfristig durch SST-Stimulation beeinflusst 

werden, da in Microarrayexperimenten ein Einfluss von SST auf die Expression unterschiedlicher 

Komponenten dieses Signalweges dokumentiert wurde. So könnte die SSTR-Aktivierung sowohl 

über die Adenylatzyklase als auch durch Transkriptionseffekte verschiedene cAMP-abhängige 

Prozesse regulieren. 

4.1.1 Kontrolle der Barrierefunktion 

Der Nachweis der epidermalen Lokalisation des Subtypes SSTR3 konnte weitere Hinweise auf 

mögliche zelluläre Funktionen geben. Der SSTR3 wurde am stärksten im stratum granulosum der 

Epidermis exprimiert. In dieser Schicht kolokalisieren alle bekannten Tight Junction-Proteine 

(Brandner et al., 2006b). Außerdem können dort elektronenmikroskopisch TJ-Strukturen 

identifiziert werden (Brandner et al., 2002). Im stratum granulosum der murinen Epidermis wurden 
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zudem funktionelle TJs, die eine abdichtende parazelluläre Barriere bilden, durch 

Diffusionsexperimente nachgewiesen (Furuse et al., 2002; Tunggal et al., 2005).  

Weitergehend konnte eine direkte Interaktion des SSTR3 mit dem Adapterprotein MUPP1 

gezeigt werden. Für MUPP1 wurde zuvor sowohl eine TJ-Lokalisation als auch eine Interaktion 

mit TJ-Strukturproteinen beschrieben (Hamazaki et al., 2002). Die erhaltenen Daten deuten 

deshalb darauf hin, dass der Rezeptor über die Interaktion mit MUPP1 in Tight Junctions von 

Keratinozyten rekrutiert wird. In epithelialen Zellsystemen konnte die Lokalisation des SSTR3 in 

TJs durch MUPP1 mittels Rezeptor-Deletionsmutanten (ohne MUPP1-interagierende 

Rezeptordomäne) bewiesen werden (Liew et al., 2009).  

Die TJ-Rekrutierung des SSTR3 könnte so eine direkte Regulation von TJs durch heterotrimere 

G-Proteine erlauben. Die Lokalisation verschiedener -Untereinheiten von G-Proteinen in 

epithelialen TJs wurde zuvor dokumentiert (Balda et al., 1991; de Almeida et al., 1994; Dodane 

und Kachar, 1996; Hamilton und Nathanson, 1997). Die verschiedenen identifizierten G-

Proteine können nach Aktivierung die TJ-Bildung und Permeabilität regulieren; so beschleunigen 

G s (Saha et al., 2001), G o (Denker et al., 1996) und G i (Saha et al., 1998) den TJ-Aufbau, 

während G 12 (Sabath et al., 2008) und G 13 (Donato et al., 2009) diesen inhibieren. Die TJ-

Lokalisation der G-Proteine kann auch durch eine direkte Interaktion mit TJ-Proteinen vermittelt 

werden, beispielsweise bindet G 12 an ZO-1 (Meyer et al., 2002) und reguliert dadurch die TJ-

Permeabilität (Meyer et al., 2003). Eine Lokalisation von Gi/o-Protein gekoppelten Rezeptoren in 

apikalen Zell-Zellverbindungen und ein essentieller Einfluss dieser Rezeptoren bei der 

Barrierebildung konnte zuvor in Drosophila melanogaster identifiziert werden (Bainton et al., 2005; 

Schwabe et al., 2005). Die Lokalisation Gq-gekoppelter Rezeptoren (M3R und CCKR) in 

epithelialen Tight Junctions wurde in pankreatischen Azinuszellen beobachtet (Shin et al., 2001). 

Außerdem wurde eine Assoziation mit TJ-Proteinen für viele weitere Rezeptoren (wie G-Protein 

gekoppelte Glutamatrezeptoren) oder Signalproteine (wie MAP-Kinasen und GTPase-

Regulatoren) durch biochemische Aufreinigungen bestätigt (Tang, 2006).  

In dieser Arbeit wurde ein SST-abhängiger Effekt auf die TJ-Proteinexpression und die TJ-

Funktionalität von konfluenten Keratinozyten gezeigt. Nach SST-Stimulation wird die 

transepitheliale Barriere dieser Zellen über einen Zeitraum von 48 Stunden verstärkt. Eine 

Regulation der TJ-Barriere durch SST wurde erstmals in epithelialen MDCK (Madin-Darby canine 

kidney)-Zellen nachgewiesen (Liew et al., 2009). Eine ähnliche Barriereverstärkung konnte auch in 

Korneozyten der okularen Hornhaut nach einer Stimulation mit dem Neuropeptid Substanz P 

gezeigt werden (Ko et al., 2009). Dabei wurde nach Stimulation eine erhöhte Expression des 

zytoplasmatischen TJ-Proteins ZO-1 beobachtet, die Expression oder subzelluläre Lokalisation 
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des beteiligten G-Protein gekoppelten Rezeptors wurde aber nicht untersucht. Der 

Serotoninrezeptor 5HT7R kann ebenfalls die TJ-Barriere des Brustdrüsenepithels regulieren, 

auch dies wird durch Änderungen der ZO-1-Expression erreicht (Stull et al., 2007; Pai und 

Horseman, 2008). Eine ähnliche Regulation von TJs wäre ebenfalls für andere MUPP1-

interagierende GPCRs wie den Serotoninrezeptor 5HT2CR (Becamel et al., 2001) oder den 

Melatoninrezeptor MT1R (Guillaume et al., 2008) denkbar.  

Die beobachtete erhöhte Barrierefunktion nach SST-Stimulation lässt eine Regulation durch das 

beschriebene SSTR3/MUPP1-System in Keratinozyten vermuten. Zusätzlich kommt es zu einer 

Zunahme der Expression des TJ-Strukturproteins Claudin-4; dies könnte ebenfalls für die 

verstärkte Barriere verantwortlich sein. SST-Rezeptoren können über vielfältige Signalwege die 

Aktivität von Transkriptionsfaktoren und dadurch die Genexpression beeinflussen (Lahlou et al., 

2004). Für Claudin-4 konnte zuvor ein Einfluss auf die TJ-Permeabilität in verschiedenen 

Epithelzelllinien und in Keratinozyten nachgewiesen werden. In MDCK-Zellen senkt eine 

Claudin-4-Überexpression selektiv die parazelluläre Permeabilität und führt so zu einer erhöhten 

transepithelialen Barriere (Van Itallie et al., 2001). In IMCD3 (inner medullary collecting duct)-Zellen

führt eine Erhöhung der Osmolarität zu einer Zunahme von Claudin-4 und einer gleichzeitigen 

Zunahme von MUPP1, daraus resultiert ebenfalls eine Barriereverstärkung (Lanaspa et al., 2008). 

In diesen Nierenepithelzellen ist zudem MUPP1 für die korrekte TJ-Lokalisation von Claudin-4 

verantwortlich. Claudin-4 ist außerdem in Lungenepithelzellen für die Aufrechterhaltung der 

Barrierefunktion verantwortlich und reguliert die Lungenpermeabilität in vivo (Wray et al., 2009). 

In humanen Keratinozyten nimmt die Claudin-4-Expression während der Differenzierung und 

TJ-Bildung deutlich zu (Yuki et al., 2007). Zudem bewirkt der selektive Abbau von Claudin-4 

durch Ochratoxin-A eine deutliche Erhöhung der transepithelialen Permeabilität (Yuki et al., 

2007). Da gleichzeitig andere Membranproteine (wie Claudin-1, Occludin oder Cadherin) 

unverändert bleiben, kann dadurch der wichtige Einfluss von Claudin-4 auf die Barrierefunktion 

von Keratinozyten belegt werden. Interessanterweise ist auch in vielen Tumoren eine verstärkte 

Expression von Claudin-4 nachweisbar (Oliveira und Morgado-Diaz, 2007), beispielsweise in 

Prostata-, Brust- oder Hauttumoren (Morita et al., 2004; Landers et al., 2008; Kulka et al., 2009). 

Obwohl dieses Claudin als ein Marker für aggressive Tumore beschrieben ist, kann die erhöhte 

Claudin-4-Expression auf Grund der Barriereverstärkung die Invasivität mancher Tumore 

verringern und korreliert mit einer Prognoseverbesserung (Michl et al., 2003; Ohtani et al., 2009). 

Die Änderung der TJ-Permeabilität und TJ-Struktur kann neben der Expressionsregulation auch 

durch eine kurzfristige Änderung der Proteinverteilung geschehen. TJs sind hochdynamische 

Strukturen mit wechselnder molekularer Zusammensetzung (Shen et al., 2008). Da Claudin-4 an 

MUPP1 bindet (Lanaspa et al., 2008), könnte nach Rezeptorrekrutierung von MUPP1 die 
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Lokalisation von Claudin-4 beeinflusst werden. Zusätzlich können GPCR-gebundene PDZ-

Proteine neben ihrer passiven Adapterfunktion auch die Signaltransduktion dynamisch regulieren 

(Milligan et al., 2001; Mishra et al., 2007). Zudem ist eine kurzfristige TJ-Regulation durch Rho-

GTPasen (wie Rac1) möglich (Jou et al., 1998; Hopkins et al., 2000; Mertens et al., 2005).  

Die in Hautbiopsien beobachtete epidermale Lokalisation des SSTR3 lässt eine positive 

Regulation der TJ-Barriere, vergleichbar mit den in vitro- Ergebnissen in Keratinozyten, auch in 

der humanen Epidermis vermuten. Dabei wäre ebenfalls ein Einfluss von Claudin-4 denkbar, da 

dieses Claudin spezifisch in stratum granulosum exprimiert wird (Brandner et al., 2006b) und so eine 

wesentliche Rolle bei der TJ-Regulation wahrscheinlich ist. Dabei ist allerdings zu beachten, dass 

eine Funktionalität von TJs in der humanen Epidermis noch nicht eindeutig bewiesen werden 

konnte (Brandner, 2009). Es gibt aber mehrere Hinweise auf eine essentielle Funktion von TJs in 

der Epidermis. So bewirken Mutationen im humanen Claudin-1-Gen neben Entzündungen des 

Gallengangepithels in der Leber auch einen Hautphänotyp (Ichtyosis) (Hadj-Rabia et al., 2004). 

Außerdem ist bei Krankheiten mit veränderter Barriere (wie Psoriasis) die Expression und 

Lokalisation von TJ-Proteinen deutlich verändert (Yoshida et al., 2001; Peltonen et al., 2007; 

Watson et al., 2007). Zudem entwickeln sich TJ-Strukturen während der epidermalen 

Reepithelialisierung, bevor ein funktionelles stratum corneum ausgebildet wird (Brandner et al., 

2002). Demnach könnten TJs besonders die Barrierefunktion in der regenerierenden Haut 

gewährleisten.

4.1.2 Kontrolle der Proliferation

Da die Proliferation und Migration von Keratinozyten von essentieller Bedeutung für die 

Epidermisregeneration nach einer Verwundung sind, wurde der Einfluss von Somatostatin auf 

diese Prozesse untersucht. SST wirkt als starker Inhibitor der Proliferation in verschiedenen 

Zellsystemen (Lehy et al., 1979; Chou et al., 1987; Bousquet et al., 2001). Ein antiproliferativer 

Effekt von SST und verschiedenen SST-Analoga wurde insbesondere für Tumorzellen 

beschrieben (Pan et al., 1992; Weckbecker et al., 1992; Keri et al., 1996), so auch für verschiedene 

Plattenepithelkarzinome (Nagy et al., 1998; Tejeda et al., 2006). Ein Einfluss von SST auf die 

Proliferation von Keratinozyten wurde zuvor aber noch nicht untersucht. Für andere Hormone 

konnte dagegen eine Regulation der Keratinozytenproliferation gezeigt werden; so induziert VIP 

(vasoactive intestinal polypeptide) die Proliferation von humanen Keratinozyten (Haegerstrand et al., 

1989; Granoth et al., 2000) und Serotonin und Substanz P stimulieren die Proliferation von 

murinen Keratinozyten (Paus et al., 1995; Maurer et al., 1997). 
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In dieser Arbeit konnte eine spezifische Inhibition der Proliferation von humanen Keratinozyten 

durch SST und einen SSTR5/1-selektiven Agonisten gezeigt werden. Wahrscheinlich wird dieser 

Effekt durch den Subtyp SSTR5 vermittelt, da für diesen zuvor eine spezifische 

Proliferationsinhibition beschrieben wurde (Cordelier et al., 1997). Zudem besitzt der verwendete 

Agonist sst5/1 eine achtfach erhöhte Affinität für SSTR5 gegenüber SSTR1 (Rohrer et al., 1998). 

Ebenfalls konnten antiproliferative Eigenschaften von SSTR5 (und SSTR2) durch Stimulation in 

CHO (chinese hamster ovary)- Zellen gezeigt werden (Buscail et al., 1995). Es ist auch eine 

synergistische Wirkung von SSTR5 und SSTR1 denkbar, wie für die Rezeptoren SSTR1/2/5 in 

Gliomzellen gezeigt wurde (Barbieri et al., 2008). Auch in vivo- Daten sprechen dafür, dass 

antiproliferative Signale hauptsächlich durch den SSTR5 vermittelt werden. So ist der SSTR5 der 

einzige Subtyp, für den eine humane Mutation identifiziert werden konnte, die sich auf die SSTR-

Signalweiterleitung auswirkt (Lania et al., 2008). Die Mutation befindet sich in der intrazellulären 

Region ICL3 innerhalb einer Konsensussequenz, die für die Kopplung an G-Proteine 

verantwortlich ist. Tumorpatienten mit Akromegalie, die diese SSTR5-Mutation tragen, sind 

resistent gegen eine Octreotidbehandlung, dies wird vor allem dem Verlust der antiproliferativen 

Wirkung des SSTR5 zugeschrieben (Ballare et al., 2001). Die Octreotidstimulation führt in 

solchen SSTR5-mutierten Zellen im Gegensatz zu Kontrollzellen sogar zu einer gesteigerten 

Zellproliferation. Dies belegt, neben der Bedeutung der Proliferationsinhibition bei der SST- 

Therapie der Akromegalie, dass der Subtyp SSTR5 die Hemmung des Zellwachstums vermittelt.  

Die Regulation der Proliferation wird insbesondere durch MAP-Kinasen vermittelt (Chang und 

Karin, 2001). Auch nach SSTR-Aktivierung wird der antiproliferative Effekt durch eine 

Inhibition der MAPK-Aktivität ausgelöst (Bousquet et al., 2004). Bei der SSTR5-spezifischen 

Proliferationsinhibition konnte ebenfalls eine deutliche MAPK-Inaktivierung in verschiedenen 

Zellsystemen gezeigt werden (Cordelier et al., 1997; Cattaneo et al., 2000; Barbieri et al., 2008). 

Übereinstimmend konnte in Keratinozyten eine spezifische MAPK-Inhibition mit dem 

SSTR5/1-spezifischen Agonisten nachgewiesen werden. Die langfristige MAPK-Inhibition wird 

wahrscheinlich zusätzlich durch SST-aktivierte Tyrosinphosphatasen vermittelt, die durch 

Dephosphorylierungsreaktionen MAP-Kinasen inaktivieren (Florio, 2008).

4.1.3 Kontrolle der Migration 

Die Stimulation von Keratinozyten mit SST führt zu einer signifikanten Inhibition der 

Zellmigration. Dieser antimigratorische Effekt wird durch alle fünf SSTR-Subtypen vermittelt. 

Eine solche Kontrolle der Zellmigration ist für verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

beschrieben (Cotton und Claing, 2009). In diesen Fällen werden nach GPCR-Aktivierung das 
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Aktinzytoskelett und damit die Zellausbreitung beeinflusst; die zentralen Regulatoren der 

Aktinreorganisation sind dabei GTPasen der Rho-Familie. Die Migration wird in Keratinozyten 

ebenfalls durch diverse GPCRs reguliert, z.B. durch den P2Y2-Nukleotidrezeptor (Taboubi et al., 

2007). Dieser Rezeptor aktiviert G q-Untereinheiten und verzögert daraufhin die 

Lamellipodienbildung und inhibiert die Reepithelialisierung in vitro. Dabei wurde gezeigt, dass die 

Aktivierung des Rezeptors die Aktindynamik ändert und über eine verringerte 

Lamellipodiengröße und Zellausbreitung zu einer verlangsamten Migration führt (Taboubi et al., 

2007). Der muskarinische Aceytlcholinrezeptor M3R inhibiert ebenfalls die Migration von 

Keratinozyten (Chernyavsky et al., 2004). Dabei werden ebenso G q-Untereinheiten aktiviert, 

dies beeinflusst Rho-GTPasen sowie die Integrinexpression. Dem entsprechend führt die 

Inaktivierung des M3R durch selektive Antagonisten oder RNA-Interferenz zu einer erhöhten 

Zellmigration. Auch adrenerge Rezeptoren (wie der 2-Adrenalinrezeptor) inhibieren die 

Keratinozytenmigration in vitro und in vivo (Pullar et al., 2008). Die Inhibition der Migration durch 

den Adrenalinrezeptor wird durch G s-Untereinheiten ausgelöst; die Aktinreorganisation wird 

dabei aber durch eine Inhibition von MAP-Kinasen reguliert (Chen et al., 2002).  

Die selektive Aktivierung einzelner SSTR-Subtypen führte zu vergleichbaren Effekten auf die 

Zellmigration; im Gegensatz zur Proliferationsinhibition wurden keine subtypspezifischen 

Effekte beobachtet. Ähnliche Untersuchungen der Migration von Neuroblastom- bzw. 

Gliomzelllinien zeigten ebenfalls eine identische Inhibition der Migration durch selektive 

Agonisten für die Subtypen SSTR1, SSTR2 und SSTR5 wie durch Stimulation mit nicht-

selektivem SST (Pola et al., 2003; Cattaneo et al., 2006).  

Durch Untersuchungen des Aktinzytoskeletts konnte hier ein deutlicher Einfluss von SST auf die 

Lamellipodienausbreitung in frühen Phasen der Migration gezeigt werden. Dabei ist nur in Zellen 

am Wundrand eine deutliche Lamellipodienausbreitung sichtbar. Es konnte durch in vitro-

Migrationsexperimente zuvor gezeigt werden, dass auch weit von der Wunde entfernte Zellen 

Lamellipodien ausbilden und aktiv migrieren (Farooqui und Fenteany, 2005). Dies führt zu einer 

kollektiven Bewegung des Epithels nach der Verwundung (Poujade et al., 2007). Dieser 

epitheliale Wundverschluss ist Rac1-abhängig (Fenteany et al., 2000). Interessanterweise konnte 

eine gleichzeitige, kollektive Zellbewegung auch bei der Wundheilung von mehrschichtigen 

Epithelien in vivo gezeigt werden (Zhao et al., 2003).  

Nach der SSTR-Aktivierung wurde eine verringerte Aktivität der GTPase Rac1 in Keratinozyten 

bestätigt. Die Inaktivierung von Rac1 kann zu einer verringerten Aktindynamik und 

verlangsamten Migration führen (Ridley, 2001). Die beobachtete Regulation der Rac1-Aktivität 

nach SSTR-Aktivierung könnte dabei durch unterschiedliche Signalwege erreicht werden. Es ist 



DISKUSSION

70

bekannt, dass GPCRs nach Ligandenbindung die Aktivität von Rho-GTPasen modulieren 

können (Bhattacharya et al., 2004). Dies geschieht häufig über eine direkte Interaktion von G-

Proteinuntereinheiten mit RhoGEFs und einer darauf folgenden Regulation von Rho-GTPase-

Aktivität (Seasholtz et al., 1999). GEFs (guanine nucleotide exchange factors) katalysieren den 

GDP/GTP-Austausch von GTPasen und aktivieren diese dadurch (Rossman et al., 2005). 

Dementsprechend würde eine Inhibition von GEFs zu einer Abnahme der GTPase-Aktivität 

führen.

Beschriebene RhoGEF-interagierende G-Proteinuntereinheiten sind G q, G 12/13 oder G -

Dimere (Harhammer et al., 1996; Hart et al., 1998; Suzuki et al., 2003; Lutz et al., 2005). Diese G-

Proteinuntereinheiten können ebenfalls durch Somatostatinrezeptoren aktiviert werden (Cervia et 

al., 2007). Der Einfluss dieser Untereinheiten auf das Aktinzytoskelett wurde außerdem mit 

konstitutiv aktiven Mutanten untersucht, alle genannten G-Proteinuntereinheiten führen zu einer 

Rho-GTPase-vermittelten Aktinreorganisation (Buhl et al., 1995; Ueda et al., 2000; Dutt et al., 

2002). Ebenso ist eine direkte Beeinflussung der Zellmigration durch diese G-

Proteinuntereinheiten nachgewiesen worden (Shan et al., 2006; Ghosh et al., 2008). 

Zudem sind verschiedene G i-gekoppelte Rezeptoren bekannt, die nach Aktivierung spezifisch 

die Rac1-Aktivität modulieren können. Dies sind z.B. LPA-, Endothelin-1-, oder Sphingosin-1-

Phosphat (S1P)-Rezeptoren (Okamoto et al., 2000; Yamauchi et al., 2002; Van Leeuwen et al., 

2003). Während LPA Rac1 und damit die Zellmigration aktiviert, kann das Phospholipid S1P 

sowohl die Migration aktivieren als auch (über den Rezeptor S1PR2) inhibieren (Takuwa, 2002). 

Bei der S1P-vermittelten Rac1-Inhibition können sowohl G i- als auch G 12/13- und G q-

Untereinheiten beteiligt sein (Sugimoto et al., 2003; Takashima et al., 2008). 

Ein weiterer Signalweg, der die Inhibition von Rac1 vermitteln könnte, wäre die Interaktion von 

G -Untereinheiten mit RhoGAPs. GAPs (GTPase-activating proteins) überführen G-Proteine in den 

inaktiven, GDP-gebundenen Zustand durch Beschleunigung der Nukleotidhydrolyse (Bernards 

und Settleman, 2004). Es konnte gezeigt werden, dass aktivierte G 13-Untereinheiten die 

Zellmigration inhibieren, indem sie den Regulator p190-RhoGAP aktivieren (Bartolome et al., 

2008). p190-RhoGAP besitzt GAP-Aktivität für RhoA, aber auch für Rac1 (Ridley et al., 1993; 

Zhang et al., 1998). Eine Stimulation der GAP-Aktivität und resultierende Verminderung der 

GTPase-Aktivität durch aktive G i/o-Untereinheiten wurde auch für Rap1GAP nachgewiesen 

(Jordan et al., 1999; Mochizuki et al., 1999). Dieses GAP erniedrigt nach Aktivierung die Rac1-

Aktivität und inhibiert die Zellmigration (Tsygankova et al., 2007; Takahashi et al., 2008).

Zusätzlich zu -Untereinheiten von G-Proteinen können auch -Dimere die Signalwege von 

GPCRs und Rho-GTPasen vernetzen (Smrcka, 2008). Interessanterweise ist dabei eine direkte 



DISKUSSION

71

Interaktion von -Untereinheiten (isoliert aus Gi-Proteinen) mit Rac1 beschrieben, wodurch die 

Rac1-Aktivität verringert wird (Harhammer et al., 1996). Dabei wird eine spezifische RacGAP-

Aktivität dieser G -Dimeren vermutet (Seasholtz et al., 1999). Ein alternativer Signalweg zur 

Inhibierung der Rac1-Aktivität durch -Untereinheiten wäre ebenfalls die Interaktion mit GEFs. 

So wurde eine Regulation Rac1-spezifischer GEFs durch G - Dimere zuvor beschrieben 

(Kiyono et al., 1999; Welch et al., 2002; Niu et al., 2003; Ueda et al., 2008).  

Schließlich wäre auch eine G-Protein-unabhängige Inaktivierung von Rac1 nach SSTR-

Stimulation denkbar. Viele GEFs (z.B. Tiam1, Pix, p63RhoGEF, Kalirin) besitzen PDZ-

Bindemotive an ihrem C-Terminus, mit denen sie mit Adapterproteinen interagieren können 

(Garcia-Mata und Burridge, 2007). Über eine Interaktion mit rezeptorassozierten 

Gerüstproteinen, wie z.B. MUPP1, kann zudem deren GEF-Aktivität reguliert werden (Penzes et 

al., 2001; Estevez et al., 2008). 

4.1.4 Kontrolle der epidermalen Wundheilung 

Da SST sowohl die Proliferation als auch die Migration von Keratinozyten reguliert, wurde der 

Einfluss von SST auf die epidermale Reepithelialisierung in einem ex vivo- Wundmodell 

untersucht. In diesem dreidimensionalen Modell finden sich alle hautspezifischen Zelltypen in 

ihrer physiologischen Umgebung, wodurch eine funktionelle Untersuchung des 

Heilungsprozesses ermöglicht wird (Brandner et al., 2006a). Außerdem kann die Wundheilung in 

den verwendeten Gewebeproben aus Schweinehaut über mehrere Tage verfolgt werden. Da 

Schweinehaut anatomisch und physiologisch mit humaner Haut vergleichbar ist, stellt diese ein 

gutes Modellsystem dar. So entspricht sich die Haut beider Organismen in ihrer Epidermisdicke 

und -struktur, der Erneuerungsdauer, ihrem Haarwuchszyklus sowie Gefäß- und Haarverteilung 

(Vardaxis et al., 1997). Des Weiteren ist der Mechanismus der Reepithelialisierung nach einer 

Verwundung ähnlich, so dass funktionelle Untersuchungen zur Wundheilung der Schweinehaut 

auf den Menschen übertragbar sind (Sullivan et al., 2001). Mit Hinblick auf die vorliegende Arbeit 

ist zudem das hormonelle System zwischen Schwein und Mensch stark konserviert (Holmgren 

und Jensen, 2001). Ebenso ist das endogene SST des Schweins vollständig identisch mit 

humanem SST (Schally et al., 1976) und wird in der Schweinehaut exprimiert (O'Shaughnessy et 

al., 1983). Auch die Rezeptorstruktur und Proteinsequenz der verschiedenen SST-

Rezeptorsubtypen sind in beiden Organismen hochkonserviert (Matsumoto et al., 1994).  

Die Applikation von SST auf die beschriebenen ex vivo- Wundmodelle führte zu einer deutlichen 

Inhibition der Reepithelialisierung und damit zu einer verzögerten Wundheilung. Dies kann 



DISKUSSION

72

durch die antiproliferativen und antimigratorischen Wirkungen von SST auf epidermale 

Keratinozyten erklärt werden. Dieses Ergebnis wird zudem durch in vivo-Wundheilungsversuche

in Ratten unterstützt. Dabei verschlechtert das SST-Analogon Octreotid ebenfalls signifikant die 

Wundheilung (Waddell et al., 1997). Dazu wurde die Wundstärke nach einer Verwundung und 

darauf folgender regelmäßiger subkutaner Octreotidinjektion bestimmt; dies geschah durch die 

Messung der Zugfestigkeit der verheilten Wunden. Octreotid besitzt eine starke Affinität für die 

Subtypen SSTR2, SSTR3 sowie SSTR5 und wurde in ähnlichen Konzentrationen verwendet, die 

auch in humanen Therapien eingesetzt werden. Dabei war die Wundstärke nach siebentägiger 

Heilung im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe signifikant vermindert. Die 

Inhibition durch Octreotid war zudem vergleichbar mit einer Cortisolbehandlung, deren 

negativer Einfluss auf die Wundheilung belegt ist (Werner et al., 2003). 

Andere epidermal sezernierte Neuropeptide und Hormone können ebenfalls einen Einfluss auf 

die Wundheilung haben (Brain, 1997). Diese bewirken die Modulation der Wundheilungsprozesse 

gleichermaßen durch Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. So beschleunigen die 

Peptide Substanz P und CGRP (calcitonin gene-related peptide) die Wundheilung der Ratte (Benrath et 

al., 1995; Khalil und Helme, 1996; Toda et al., 2008). GRP (gastrin-releasing peptide) verbessert die 

Wundheilung der Schweinehaut in vivo durch eine erhöhte Keratinozytenproliferation- und 

Migration (Yamaguchi et al., 2002). Die Aktivierung des LPA-Rezeptors beschleunigt ebenfalls 

die Keratinozytenmigration und damit die epidermale Wundheilung in Mäusen (Demoyer et al., 

2000; Balazs et al., 2001). Die Stimulation von 2-Adrenalinrezeptoren durch Adrenalin verzögert 

dagegen die Reepithelialisierung während der Wundheilung (Pullar et al., 2006a). 

Dementsprechend können 2AR-Antagonisten die Wundheilung verbessern (Pullar et al., 2006b). 

Außerdem wurde ein Anstieg der lokale Synthese von Adrenalin in der humanen Epidermis nach 

einer Verwundung festgestellt (Sivamani et al., 2009). Auch eine Zunahme der Migration durch 

Acetylcholinrezeptoren (Chernyavsky et al., 2004) oder der Proliferation durch 

Nukleotidrezeptoren (Braun et al., 2006) kann die in vivo-Wundheilung positiv beeinflussen. Die 

Wundheilung wurde auch in GPCR-defizienten Mausmodellen untersucht; so führt die Deletion 

des Neuropeptid Y-Rezeptors zu einer verzögerter Wundheilung der murinen Haut und Kornea 

(Ekstrand et al., 2003). In weiteren Mausmodellen inhibiert die Deletion von Opioid- (Bigliardi-

Qi et al., 2006), Angiotensin- (Yahata et al., 2006) oder Chemokinrezeptoren (Yates et al., 2009) 

ebenfalls die epidermale Wundheilung.  

Die in dieser Arbeit identifizierten Signalwege könnten durch ihren Einfluss auf die Proliferation 

und Migration ebenfalls die Wundheilung modulieren. Verschiedene Studien zeigen, dass die 

Reepithelialisierung durch eine Rac1- bzw. MAPK-Regulation in der regenerierenden Epidermis 

gesteuert wird. So führt die Rac1-Inhibition in transgenen Mäusen zu einer verzögerten 
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epidermalen Wundheilung (Tscharntke et al., 2007). Dabei können die starken 

Beeinträchtigungen der Reepithelialisierung sowohl durch eine Rac1-Inhibition mittels einer 

epidermisspezifischer Expression von dominant-negativem Rac1 als auch eine epidermale Rac1-

Deletion mittels eines konditionalen Rac1-knock outs ausgelöst werden. In primären 

Keratinozyten dieser Tiere ist auch eine deutlich verzögerte Lamellipodienausbildung 

nachweisbar (Tscharntke et al., 2007). In den Zellen verringert die Rac1-Deletion außer der 

Migration auch die Zellproliferation. Deshalb wurde eine duale Funktion von Rac1 bei der 

epidermalen Regeneration postuliert (DiPersio, 2007). In der Dermis hat Rac1 ebenfalls einen 

wichtigen Effekt während der Wundheilung. So bewirkt eine fibroblastenspezifische Rac1-

Deletion in Mäusen eine verzögerte Wundheilung in vivo (Liu et al., 2009). Primäre Fibroblasten 

dieser Rac1-defizienten Tiere zeigen ebenso eine verringerte Zellausbreitung und Migration. 

Zudem wird die verstärkte Proliferation der Keratinozyten während der Reepithelialisierung der 

Wunde durch MAP-Kinasen reguliert (Pullar et al., 2006a; Tscharntke et al., 2007; Satoh et al., 

2009). Der MAPK-Signalweg kann auch die Keratinozytenmigration bei der epidermalen 

Wundheilung beeinflussen (Li et al., 2001; Deng et al., 2006; Arnoux et al., 2008). 

Die physiologische Rolle von SST während der Wundheilung könnte in der Regulation der 

massiven Erhöhung der Keratinozytenaktivität liegen. Eine solche limitierende Funktion von SST 

wurde auch während der Hirnentwicklung nachgewiesen. Dort stoppt SST die neuronale 

Migration in vivo in späten Phasen der Entwicklung und steuert so die lokale Zielfindung von 

Neuronen (Yacubova et al., 2002). Es gibt erste Hinweise, dass die epidermale SST-

Konzentration direkt nach einer Verwundung verringert ist (Senapati et al., 1986). Dies korreliert 

zeitlich mit der verstärkten Proliferation und Migration zu Beginn der Heilung. Durch die 

Zunahme von SST in späteren Phasen könnte der stark proliferative und motile Phänotyp von 

Keratinozyten inaktiviert werden. Es sind zwar viele aktivierende Signale während der 

epidermalen Wundheilung beschrieben (wie Wachstumsfaktoren), der Einfluss von limitierenden 

Faktoren ist dagegen noch weitgehend unbekannt (Martin, 1997; Barrientos et al., 2008). Die 

Homöostase des Reparaturprozesses über negative Regulatoren ist aber wichtig, um die 

fundamentalen Änderungen der Keratinozytenaktivität nach einer Verwundung zu kontrollieren. 

Eine unkontrollierte Proliferation und Migration kann zur Tumorbildung führen (Schäfer und 

Werner, 2008). So könnte endogenes SST eine wichtige Rolle bei der Limitierung von 

Wundmechanismen nach vollendeter Heilung spielen. 
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4.1.5 Pharmakologische Beeinflussung der Signaltransduktion von 
Keratinozyten

Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass lokal sezerniertes Somatostatin intrazelluläre 

Signaltransduktionsmechanismen von Keratinozyten aktivieren und dadurch diverse epidermale 

Funktionen regulieren kann (Abb. 4-2). Die von Somatostatinrezeptoren aktivierten Signalwege 

in Keratinozyten könnten durch spezifische Agonisten moduliert werden und so selektive 

Wirkungen in der Epidermis auslösen. Da durch selektive SSTR-Agonisten Effekte einzelner 

Subtypen ausgelöst werden (Schonbrunn, 2008), erlaubt der Nachweis subtypspezifischer Effekte 

dabei eine gezielte pharmakologische Beeinflussung von pathologischen Hautveränderungen.

Abb. 4-2: Die Funktionen der Somatostatinrezeptoren in epidermalen Keratinozyten 

Gezeigt sind das Modell der intrazellulären Signalwege nach SST-Rezeptoraktivierung und der selektive 
Einfluss einzelner Rezeptorsubtypen in Keratinozyten. Nach Bindung von SST an die Rezeptoren werden 
heterotrimere G-Proteine (G ) aktiviert. Dies verringert die Menge des second messengers cAMP und 
beeinflusst die Aktivität von MAP-Kinasen und der GTPase Rac1. Dabei führt die langfristige MAPK-
Inaktivierung zur Inhibition der Keratinozytenproliferation. Die Abnahme der Rac1-Aktiviät bedingt eine 
Verzögerung der aktinabhängigen Zellausbreitung und damit eine Verringerung der Keratinozyten-
migration. Sowohl Proliferation- als auch Migrationsinhibition führen zu einer Verzögerung der 
epidermalen Wundheilung. Einzelne Rezeptorsubtypen können zudem über die Proteininteraktion mit 
MUPP1 in Tight Junctions (TJ) lokalisiert werden, wodurch auch G-Protein-unabhängige Signalwege 
aktiviert werden können. Nach Rezeptoraktivierung wird außerdem die Claudin-4-Expression erhöht, 
dadurch wird die parazelluläre Permeabilität verringert und die Barriere von Keratinozyten verstärkt. Dies 
könnte weitergehend zu einer positiven Regulation der Barrierefunktion der Epidermis führen. 

Weitere Vorteile des spezifischen Ansprechens von SST-Rezeptoren sind darüber hinaus die 

geringen Nebenwirkungen im Vergleich zu anderen GPCR-Agonisten, da trotz ubiquitärer 

Expression des SST-Systems kaum Beeinflussungen weiterer physiologischer Funktionen (außer 

den gewünschten Wirkungen in den Zielgeweben) auftreten (Berelowitz, 1995; Urban et al., 
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2007). Zur Behandlung von Hautkrankheiten ist eine topische Applikation von SST sinnvoll. Mit 

geeigneten Penetrationsverstärkern ist sogar eine Passage von Somatostatin durch die Haut in 

subkutanes Gewebe möglich (Weber et al., 1987). Durch TJ-Permeabilitätsmodulatoren kann 

zusätzlich die Diffusion von Therapeutika in der Epidermis verbessert werden (Brandner, 2009), 

demnach könnte dies auch für SST oder niedermolekulare SST-Analoga zutreffen. 

Somatostatin wurde zuvor erfolgreich bei der Behandlung der Psoriasis eingesetzt (Weber et al., 

1982; Venier et al., 1988). Dabei konnte bei bis zu 80% der Patienten eine Verbesserung der 

charakteristischen Hauterscheinungen sowie von arthritischen Gelenkbeschwerden erreicht 

werden. Entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit könnte eine SSTR-Aktivierung in 

psoriatischer Epidermis dabei sowohl die pathologisch erhöhte Keratinozytenproliferation als 

auch die Störung der epidermalen Barriere positiv beeinflussen. Außerdem werden die 

Änderungen des Keratinozytenstatus häufig durch Entzündungsreaktionen ausgelöst. Diese 

könnten zusätzlich durch die antiinflammatorischen Wirkungen von SST (Karalis et al., 1994) 

begrenzt werden. Da die Psoriasispathogenese zudem hormonell gesteuert wird, könnte SST 

auch hierbei einen limitierenden Effekt haben. Es konnte gezeigt werden, dass eine SST-

Behandlung die pathologischen Wachstumsfaktorkonzentrationen auf normale Werte erniedrigt 

und dadurch die Abheilung von psoriatischen Läsionen verbessert (Ghirlanda et al., 1983). Ein 

Einfluss von SST auf epidermale Pathomechanismen sowie eine Verbesserung nach SST-

Behandlung wurde auch für andere Hauterkrankungen (atopische Dermatitis, Rosacea sowie 

nekrolytisches migratorisches Erythem) beschrieben (Sohier et al., 1980; Pincelli et al., 1990; 

Pierard-Franchimont et al., 2003).

Die antiproliferativen und antimigratorischen Funktionen von SST eröffnen zudem die 

Möglichkeit einer therapeutischen Modulation der Wundheilung. Da SST die Wundheilung 

negativ reguliert, könnte dementsprechend ein Einsatz von SSTR-Antagonisten zu einer 

Verbesserung der Reepithelialisierung führen. Dadurch wäre auch eine pharmakologische 

Therapie von chronischen Wunden möglich. Vergleichbar ist eine verminderte Konzentration 

stimulatorischer Neuropeptide für die verlangsamte Wundheilung in diabetischen Wunden 

verantwortlich (Gibran et al., 2002). Seit längerem werden verschiedene Neuropeptide, die die 

Entstehung chronischer Wunden beeinflussen können, als Therapeutika diskutiert (Falanga et al., 

1995). Eine weitere Komplikation der Wundheilung ist die Entstehung von hypertrophen 

Wunden (wie Narben oder Keloiden). Die limitierenden Wirkungen von SST könnten dabei die 

Ausbildung von hypertrophen Narben verhindern. Die Rolle verschiedener Neuropeptide bei der 

Pathogenese hypertrophen Wunden ist ebenfalls beschrieben (Scott et al., 2007). In 

Untersuchungen von hypertrophen Wundegewebe konnten zuvor Konzentrationsänderungen 

verschiedener Neuropeptide gezeigt werden (Parkhouse et al., 1992; Crowe et al., 1994). Obwohl 



DISKUSSION

76

die Narbenbildung hauptsächlich ein dermaler Effekt ist, der durch eine Hyperproliferation von 

Fibroblasten sowie eine erhöhte Kollagenablagerung verursacht wird, werden diese Effekte stark 

von epidermalen Keratinozyten beeinflusst (Ghahary und Ghaffari, 2007; Werner et al., 2007). So 

ist in hypertrophen Wunden eine gestörte Epidermishomöostase nachweisbar, die durch 

dauerhaft aktivierte Keratinozyten verursacht wird (Machesney et al., 1998; Bellemare et al., 

2005). Keratinozyten, die aus hypertrophen Wunden isoliert wurden, können die 

Fibroblastenproliferation sowie die dermale Kollagenproduktion stark erhöhen (Lim et al., 2002; 

Funayama et al., 2003). Auf Grund dessen könnte ein limitierender Effekt von SST in der 

Epidermis auch für die Inhibition dermaler Störungen vorteilhaft sein. Da zudem die Expression 

von SST-Rezeptoren in dermalen Fibroblasten nachgewiesen wurde (Gaudillere et al., 1999), 

könnte die Narbenbildung auch über eine direkte SST-Inhibition in der Dermis limitiert werden.

Somatostatin könnte ebenfalls zur Therapie von epidermalen Karzinomen eingesetzt werden. 

Eine topische Applikation von Tumortherapeutika ist sinnvoll, wenn eine chirurgische 

Entfernung von Hauttumoren zu weiteren Komplikationen führen würde (Patel et al., 2006; 

Newman und Weinberg, 2007). In klinischen Studien konnte nach Behandlung mit 

verschiedenen SST-Analoga (als primäre Therapie) eine Abnahme der Tumorgröße um mehr als 

80% beobachtet werden (Pyronnet et al., 2008). Die antineoplastische Wirksamkeit von SST 

beruht dabei auf verschiedenen direkten und indirekten Effekten auf das Tumorwachstum, wie 

der Proliferation, Zellinvasion, Apoptose, Hormonsekretion oder der Angiogenese. So konnte 

beim Kaposi-Sarkom eine in vivo- Wachstumsinhibition durch SST nachgewiesen werden (Albini 

et al., 1999). Dazu wurden humane Tumorzellen aus kutanen Kaposi-Sarkomen isoliert und in 

Mäuse transplantiert. Die SST-Gabe führte nach 20 Tagen zu einer Verminderung des 

Tumorwachstums um 90%. Dies ist auf eine Migrationsinhibition von Endothelzellen und so 

sekundär auf eine Verhinderung der Neovaskularisierung zurückzuführen. Auch das in vivo-

Tumorwachstum von malignen Melanomen konnte nach Transplantation in die Haut von 

Mäusen durch SST inhibiert werden (Schwab et al., 2001; Tejeda et al., 2007). Dabei inhibiert die 

SST-Gabe die Proliferation der Melanomzellen. Auf diese Weise könnte auch in der humanen 

Haut das antiproliferative und antimigratorische Potential von SSTR-Agonisten ausgenutzt und 

so das Tumorwachstum und die Invasivität von epidermalen Tumorzellen limitiert werden.  

Durch die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse konnte die SST/SSTR-Expression in der 

humanen Epidermis charakterisiert und die funktionelle Bedeutung von Somatostatin in 

epidermalen Keratinozyten aufgeklärt werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Somatostatin (SST) ist ein inhibitorisches Peptidhormon mit weit verbreiteter Expression in 

vielen Geweben. Die physiologischen Wirkungen von SST werden durch fünf Rezeptorsubtypen 

(SSTR1-5) vermittelt, die nach Aktivierung unterschiedliche Signalwege aktivieren können. In 

dieser Arbeit wurde der Effekt von SST auf Keratinozyten und die Funktion des Somatostatin-

Ligand/Rezeptorsystems in der humanen Epidermis untersucht.  

Zunächst wurde die Genexpression von SST in der humanen Haut nachgewiesen. SST-positive 

Einzelzellen in der humanen Epidermis konnten immunhistologisch als endokrine Merkelzellen 

sowie dendritische Langerhanszellen identifiziert werden. Ebenfalls konnte die Expression aller 

fünf Rezeptorsubtypen in der Haut und in primären Keratinozyten gezeigt werden. Exemplarisch 

konnte für den Subtyp SSTR3 die Expression im stratum granulosum der Epidermis und die 

subzelluläre Lokalisation in epithelialen Tight Junctions gezeigt werden. Durch 

Präzipitationsexperimente konnte eine spezifische Interaktion des SSTR3 mit dem Tight 

Junction-Protein MUPP1 nachgewiesen werden. Die Expression und Lokalisation des SSTR3 

und MUPP1 ist dabei vom Differenzierungsstadium der Keratinozyten abhängig. 

Die Funktionalität der SST-Rezeptoren wurde durch die Agonisten-vermittelte Inhibition des 

cAMP-Signalweges bestätigt. Die SSTR-Aktivierung moduliert ebenfalls den MAP-Kinase-

Signalweg, dabei sind subtypspezifische Effekte zu beobachten. SST beeinflusst weitergehend die 

Barrierefunktion von Keratinozyten, in dem es nach dem Aufbau funktioneller Tight Junctions 

eine Reduktion der parazellulären Permeabilität bewirkt. Dies wird durch eine SST-vermittelte 

Änderung der Zusammensetzung von Tight Junctions verursacht, da eine Zunahme der 

Claudin-4-Expression nach Rezeptoraktivierung festgestellt werden konnte. 

Die Aktivierung von SST-Rezeptoren reguliert zudem die epidermale Wundheilung, so bewirkt 

SST im ex vivo- Wundmodell eine Verzögerung der Reepithelialisierung. Zum einen hat die SST-

Stimulation einen deutlichen antiproliferativen Effekt auf Keratinozyten; dies wird durch SSTR5 

bzw. SSTR1 vermittelt. Zum anderen inhibiert SST die Migration der Zellen; dieser Effekt wird 

durch alle SSTR-Subtypen vermittelt. Die SSTR-Aktivierung ändert dabei die Aktindynamik und 

verringert die Lamellipodienausbreitung während der Migration. Diese Regulation des Aktin-

zytoskeletts lässt sich durch eine geringere Aktivität der Rho-GTPase Rac1 nach SST-Stimulation 

erklären. Zusammenfassend beeinflusst das SST/SSTR-System vielfältige Funktionen von 

Keratinozyten wie die Barrierefunktion, die Proliferation und die Migration. Eine Modulation 

von SST-abhängigen epidermalen Signalwegen durch SSTR-Agonisten oder Antagonisten könnte 

bei Barrierestörungen der Haut, bei der Wundheilung oder in der Tumortherapie sinnvoll sein. 
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