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II. Einleitung

II.1. Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die Haut des menschlichen Korpers ist das Abgrenzungsorgan des Organismus zur Umwelt
und besitzt als solches eine Kontakt- und Schutzfunktion vor chemischen, physikalischen und
mikrobiologischen Umwelteinfliissen. Sie umfafit eine Fliche von 1,5-2m? Thr
Gesamtgewicht betrdgt zwischen 3,4 und 10 kg, ca. 8-12% des Korpergewichtes. Thre Dicke
ist abhingig von der Korperregion und schwankt zwischen 1,5 und 4 mm. Die Haut ist
morphologisch in verschiedene Schichten untergliedert (Abbildung 1), Subcutis
(Unterhautfettgewebe), Dermis (Lederhaut) und Epidermis (Oberhaut) [Fritsch 1990].

Epidermis
(Oberhaut)

Corium, Dermis
{Lederhaut)

Subcutis
(Unterhaut)

Abbildung 1:  Schematische Darstellung vom Aufbau der Haut [nach ,, Die Haut*, Beiersdorf AG].

Die Subcutis besteht aus lockerem Bindegewebe und eingelagerten Fettzellen. Thre
Hauptaufgaben sind Warmeisolierung und mechanischer Schutz. Zusitzlich dient sie als

Energiespeicher [Niedner 1992].

Die Dermis ist ein fibroelastisches Gewebe von hoher ReiBfestigkeit und Elastizitét. Sie ist
Tréager der versorgenden Gefdfle und Nerven, sowie Schweil3- und Talgdriisen. Sie besteht aus

einzelnen, ineinander verflochtenen Kollagenfaserbiindeln sowie elastischen Fasern. Die
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Kollagenfasern sind in der Lage viel Wasser zu binden. Von der oberen Dermis reichen
Zapfen (Papillen) in die ndchste Gewebsschicht, der Epidermis. Die papilldre Verzahnung
ermoglicht iiber eine vergroBerte Oberflache den verbesserten Stoffaustausch zwischen den

angrenzenden Hautschichten [Fritsch 1990].

Die Epidermis umfal3t nur ca. 3% der gesamten Hautdicke. Sie enthélt keine Blutgefdf3e und
wird Uber die Lymphfliissigkeit versorgt. Keratinozyten sind die zu 90% vorherrschende
Zellart der Epidermis. Nur 10% der Epidermiszellen sind Melanozyten, Langerhanszellen,
Merkelzellen und wenige Lymphozyten. Die Keratinozyten besitzen aufler den iiblichen
Zellorganellen folgende charakteristische Strukturen: Tonofilamentbiindel (Keratinfilament
mit  mechanischer  Funktion), Desmosomen (Kohésionsstrukturen  benachbarter
Keratinozyten), Keratohyalinkorner (Vorldufer der Matrixsubstanz des Keratins) und
Lammellar Bodies (kleine Zellorganellen lysosomalen Ursprungs, die Lipide und Enzyme des

Lipid- und Proteinkatabolismus enthalten) [Niedner 1992].

Die Zellentwicklung der Keratinozyten umfafit Zellproliferation und Zelldifferenzierung und
erfolgt in vier Unterschichten der Epidermis, dem Stratum basale, dem Stratum spinosum,
dem Stratum granulosum und der Hornschicht, dem Stratum corneum (Abbildung 2). Alle
Schichten sind demnach durch einen unterschiedlichen Reifungszustand der Keratinozyten

gekennzeichnet.

Stratum cornelm

Keratinohyalingranula
Stratum granulosum

Qdland bodies

Stratum spinosum

Desmosomen

Stratum basale

Basallamina

Abbildung 2:  Aufbau der Epidermis.
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Das Stratum basale besteht aus zylindrischen Zellen und bildet die Grenzschicht zur Dermis.
Etwa 5% der in dieser Schicht lokalisierten Keratinozyten sind Stammzellen und mitotisch
aktiv. Schon ab dem dariiber liegenden Stratum spinosum endet die Proliferation. Die Zellen

differenzieren und dndern dabei Morphologie und Stoffwechsel.

Im dartiber liegenden Stratum granulosum erfolgt die terminale Differenzierung. Die Zellen
der zwei- bis dreilagigen Schicht werden flacher und die Zellkerne beginnen sich aufzuldsen.
Die Zellen beginnen, im groBen Umfang verschiedenartige Ceramide zu synthetisieren und zu
lagern. SchlieBlich setzt ein Verhornungsprozess ein, und die Zellen gehen in die Apoptose
iiber. In der obersten noch vitalen Zellage des Stratum granulosums diffundieren die Lamellar
Bodies nach aullen, verschmelzen mit der Zellmembran und verteilen ihr Inneres in den

Interzellularraum.

Zehn bis 20 Zellagen bilden die letzte und oberste Hautschicht, das Stratum corneum. Die
terminal ausdifferenzierten, verhornten und abgestorbenen Zellen dieser duBersten
Hautschicht werden Korneozyten genannt. Sie liegen plattchenférmig und ohne Zellkern vor
und sind iiber verhornte Desmosomen (Corneosomen) miteinander verbunden. Im Interstitium
des Stiitzgeriistes aus Korneozyten und Corneosomen befinden sich die von den Lamellar
Bodies extrudierten Lipide, die multilamellare Membransysteme ausbilden, welche wiederum
fiir Wasser und Fremdstoffe eine Diffusionsbarriere darstellen. An der Oberflache wird der
Zellverband aus Korneozyten durch proteolytische Auflosung der Corneosomen aufgelockert,
die vereinzelten Korneozyten 16sen sich schlieBlich und schuppen sich nach und nach ab.

Dieser Vorgang wird auch Desquamation genannt.

Somit besteht in der normalen Haut ein Gleichgewicht zwischen Proliferation,
Differenzierung und Desquamation, eine Rundumerneuerung der Haut innerhalb von 28 — 30
Tagen [Elias 1988, Niedner 1992]. Storungen des Abschuppungsprozesses bedingen das
Auftreten groflerer Zellaggregate an der Hautoberfliche. Diese Schuppen sind ein

wesentliches und fiir das menschliche Auge sichtbares Merkmal fiir trockene Hautzusténde.
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II.2.  Ausdifferenzierung von Keratinozyten

Keratine sind ein Hauptbestandteil terminal differenzierter Keratinozyten-Strukturen. Im
Rahmen der Differenzierung erfolgt eine Umschaltung von Keratin 14 und Keratin 5 auf
Keratin 10 und Keratin 1 (Abbildung 3). Bei der normalen Differenzierung werden die
Keratin-Zwischenfilament-Netzwerke durch Wechselwirkungen mit Filaggrin in eine
hochorganisierte Struktur iiberfiihrt. Gegen Ende der Differenzierung werden unter dem
EinfluB einer Transglutaminase (EC 2.3.213) Glutaminyl- und Lysylreste von Proteinen
kovalent verkniipft, wodurch die Plasmamembran zunehmend durch eine Zellhiille ersetzt
wird. Diese Zellhiille besitzt viele Lipide auf ihrer AuBenfliche und den sogenannten

Filament-Matrix-Komplex an der Innenfléache.

Die TGK verkniipft auBerdem membrangebundene Proteine mit Involukrin, einem
Cytoplasmaprotein, welches mit zunehmender Differenzierung verstirkt exprimiert wird. Das
entstandene Gertiist wird durch Verkniipfung mit anderen Proteinen wie Lorikrin weiter

verstarkt.

Bei vielen Dermatosen ist bekannt, dafl eine Differenzierungsstorung der Keratinozyten in
den verschiedenen Epidermisschichten vorliegt. Patienten mit einer ausgeprdgten Psoriasis
zeigen eine starke Verdickung der Haut. Bei Hautkrankheiten mit einer verdickten Epidermis
zeigt sich, dal die Proliferation der Keratinozyten nicht rechtzeitig gestoppt wird.
Insbesondere ekzematdose Hautareale von Atopikern und Psoriatikern &hneln sich
morphologisch. Hier liegt der Schluf3 nahe, daf3 in beiden Féllen der Differenzierungsprozef3
gestort ist. Dariiber hinaus weisen auch nicht befallene Hautbezirke bei Atopikern Merkmale
der Hyperproliferation, verbunden mit Differenzierungsstorungen auf, die mit einer

ausgeprigten Hauttrockenheit einhergehen.
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Abbildung 3:  Keratinozyten-Differenzierungsschema der Haut.

1I.3. Das Krankheitsbild der atopischen Dermatitis

Insgesamt 1/5 der Bevdlkerung klagt {iber Spannungsgefiihl, R6tungen, Rhagadenbildung
(Hauteinrisse) und / oder starken Juckreiz der Haut. Besonders Kinder und éltere Menschen
leiden unter trockener Haut, die sich schuppig und rauh anfiihlt. Klinische Erfahrungen
zeigen, daB trockene Haut zum Verlust an Elastizitit, zu Entziindungsreaktionen und zu
gesteigerter Ekzembereitschaft neigt und damit hdufig zu einer behandlungsbediirftigen

Dermatitis fiihrt.



Einleitung 9

Als Hauptursache fiir trockene Haut wird eine Storung der Permeabilititsbarriere diskutiert,

die zu einem erhohten transepidermalen Wasserverlust fiihrt und durch exogene und endogene

Faktoren hervorgerufen werden kann (Tabelle 1).

Exogene Faktoren

Endogene Faktoren

Chemische Einfliisse
Aggressive Reinigungsmittel

UbermifBige Waschgewohnheiten

Erbliche Veranlagung
Hautalterung

Hormonelle Einfliisse

Ernihrung Krankheiten
Ungeniigende Fliissigkeitsaufnahme Allergien
Umwelt Diabetes
Hitze/ Kalte Neurodermitis
Luftfeuchtigkeit Psoriasis

UV-Strahlung

Tabelle 1:  Endogene und exogene Faktoren als Ursache fiir trockene Haut.

Die héufigsten Hauterkrankungen sind die Schuppenflechte (Psoriasis) und Neurodermitis
(atopische Dermatitis). 5 bis 6 Millionen Menschen leiden in Deutschland an Neurodermitis.
Unterschiede zwischen verschiedenen Rassen und ethnischen Gruppen existieren nicht. Es
treten jedoch Unterschiede zwischen Landbevdlkerung und Stidtebewohnern auf, da in

Stadten die ausgesetzte Konzentration an Allergenen deutlich hoher ist [Rothe 1996].

Neurodermitis ist eine oft im Kleinkindalter beobachtete Hauterkrankung. Bei 3 — 4% aller
Kinder treten chronisch stark juckende Ekzeme auf, sie leiden an extrem trockener, juckender
Haut, héufig in Begleitung von Entziindungen. Die Ekzemschiibe werden in der Regel mit
den Jahren milder und ca. % der Betroffenen haben mit Abschluf3 der Pubertit keine oder nur
noch geringe Hauterscheinungen [Boguniewicz 1996]. Der Anteil an Betroffenen nach der
Pubertit steigt jedoch stetig an. Dieser Anstieg spricht fiir ,,dulere” Provokationsfaktoren

dieser Erkrankung [Werfel 1998].

Der Begriff Neurodermitis weist auf neurologische Ursachen hin. Historisch wurde immer
wieder versucht die Krankheit als eine klassische psychosomatische Krankheit zu definieren

und nachzuweisen, jedoch ohne Erfolg. Die Ursachen sind vielmehr vererbt. Additiv und
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manchmal auslésend sind psychische Faktoren [Niemeier 1999, Niemeier 1998], daher wird

neuerdings medizinisch der Begriff endogenes Ekzem bzw. atopische Dermatitis verwendet.

Es fallt schwer, die atopische Dermatitis von einer normalen Hautallergie per Definition
abzugrenzen. Allgemein ist eine Allergie eine verdnderte Reaktionslage des Organismus
aufgrund einer Antigen-AntikOrper-Reaktion nach vorausgegangener Sensibilisierung mit
einem Allergen. Bei erneuter Einwirkung des gleichen oder eines dhnlichen Allergens tritt
eine Reaktion ein, wahrscheinlich infolge erhdhter Histaminproduktion. Eine Allergie kann
angeboren sein, jedoch auch erworben werden. Als Atopie hingegen wird die ungewdhnliche
Bereitschaft mancher Menschen bezeichnet, welche von vornherein auf bestimmte
Substanzen ihrer natiirlichen Umgebung in besonderer Weise reagieren. Ein Atopiker ist ein
Mensch, dessen Immunsystem libermafig angeregt ist und zu allergischen Reaktionen neigt.

Daher bezeichnet man die Atopie als erbliche Dispositionskrankheit und nicht als Allergie.

Die atopische Dermatitis kennzeichnet ekzematdse Hautverdnderungen (Abbildung 4), wobei
Hauttrockenheit und starker Juckreiz im Vordergrund stehen. Der extrem starke Juckreiz 16st
zwanghaftes Kratzen der Haut aus. Die Oberhaut wird abgeschabt und das darunterliegende
Gewebe mit der Gewebsfliissigkeit tritt hervor. Durch weiteres Kratzen werden die kleinen
Blutgefdal3e unter der Epidermis verletzt, und es kommt zu punktférmigen Blutungen. An
Ellenbeugen, Kniekehlen, Hals, Handgelenke, Augenlider und {iberall dort wo die Haut
starker gefaltet ist, findet man den starken Juckreiz. Dieser tritt vor allem in StreBsituationen

auf.

Abbildung 4: Typisches Erscheinungsbild der Haut bei der atopischen Dermatitis.

Der die Krankheit begleitende krankhafte Juckreiz ist mit Ausschiittung von Histamin aus den

Mastzellen verbunden. Das Histamin gelangt in die Blutbahn, die Blutgefiie werden
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erweitert und Blutplasma kann in das an die Blutkandle angrenzende Gewebe austreten. Die
Zellen im Gewebe werden durch das einflieBende Plasma auseinandergedriickt, wodurch
erneut Juckreiz ausgelost wird. Als Folge entstehen an der Epidermis die sprdden,
schuppenden Partien und das darunter liegende Unterhautgewebe wird fester. Diese Faktoren
bewirken eine deutliche Hautzeichnung, die Lichenifikation, eine Vergroberung der
Hautfelder. Besonders in der Winter und Friihjahrszeit bilden sich bei Atopikern aufgrund der
hiarteren Witterung vermehrt Lichenifikationen und entziindete Hautareale. An den
entziindeten Hautarealen ist eine stirkere Durchblutung, extrem hohe Hauttemperatur und

eine erhohte Neubildung (Proliferation) der Keratinozyten zu beobachten [Roop 1995].

Aufgrund der stark belasteten Haut durch den Juckreiz und der aufgekratzten Wunden ist die
Gefahr von begleitenden Infektionen besonders groB. Schéddliche Keime kénnen die Haut
leichter durchdringen und Viruserreger bzw. Bakterien gelangen tiefer in die Haut. Extrem
belastend fiir den Korper ist z.B. eine zusétzliche Herpes-Virus Infektion, die hiufig als

Begleitinfektion bei der atopischen Dermatitis auftritt.

Es gibt keinen spezifischen Test fiir eine atopische Dermatitis [Graham-Brown 1998],
lediglich der transepidermale Wasserverlust der Haut durch die Hornschicht und die
Wasserbindungsfahigkeit konnen als Anhaltspunkt und Therapieiiberwachung des
Hautzustandes ermittelt werden [Manke-Heiman 1999, Cork 1997, Gebhardt 1998]. Der
TEWL-Wert ist bei Atopikern deutlich erhoéht [Loden 1992, Tupker 1990] und die
Wasserbindungsfahigkeit, Hydratation der Hornschicht ist geringer [Rajka 1989]. In den
letzten Jahren wurden zusdtzlich typische Verdnderungen in der Zusammensetzung der
Ceramide in der Hornschicht der nicht-ekzematdsen Bereiche der Haut der atopischen

Dermatitis als klinischer Marker diskutiert [Bleck 1999].

Wihrend die Symptomentstehung des atopischen Asthmas durch die IgE-vermittelte Sofort-
Typ-Reaktion weitgehend geklart ist, sind die Ursachen der atopischen Dermatitis bis heute
nicht bekannt. Vor allem ist bisher offen, was der gemeinsame Nenner so unterschiedlicher
Erkrankungen wie der Neurodermitis einerseits und des Asthmas bzw. des Heuschnupfens
andererseits sein konnte. Diese drei atopischen Krankheitsformen konnen auch im
sogenannten ,,Etagenwechsel“ ineinander iibergehen. Im klassischen Fall wird die initiale
Manifestation des atopischen Sduglingsekzems von dem Heuschnupfen abgeldst und geht

schlieBlich in Asthma bronchiale {iber [Gebhardt 1998, Kissling 1993].
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Die atopische Dermatitis ist laut Definition eine erbliche Dispositionskrankheit, ca. 2/3 der
Erkrankten entstammen einer mit Atopien (Asthma, Heuschnupfen, atopische Dermatitis)
belasteten Familie. Die aus umfangreichen Stammbaum- und Zwillingsuntersuchungen
gewonnenen Daten sind mit dem Modell der multifaktoriellen Vererbung mit Schwellenwert
zu erkldren [Deichmann 1999, Lawson 1998, Schifer 1998]. Dabei wird die (atopische)
Disposition als Summe aller in eine gleiche Richtung weisenden Gene (additive Polygenie)
angenommen. Sobald ein von Umweltfaktoren abhédngiger und individuell variabler
Schwellenwert {iberschritten wird, schlidgt die Disposition in Krankheit um. Atopiker neigen
zudem noch zu Lebensmittelallergien [Guillet 1992] und haben allgemein eine herabgesetzte
Sensibilisierbarkeit gegeniiber Kontaktallergenen [Nolte 1992]. AuBlerdem haben sie eine
hohe Hautrauhigkeit [Eberlein-Konig 1996] und eine verminderte Schweill- und
Talgdriisensekretion [Parkkinen 1991]. Es wurde eine gestorte Exocytose der lipidreichen
Lamellar Bodies beobachtet [Faratsch 1992], welche die Erklirung fiir ein vermindertes
Vorkommen interzelluldrer Lipide und Ceramide des Stratum Corneum sein konnte [Imokawa

1991, Melnik 1990].

1I.4. Biochemischer Hintergrund zur atopischen Dermatitis

Bei der atopischen Dermatitis wurden bisher verschiedene Ansatzpunkte gefunden, die allein
jedoch nicht zur volligen Aufklidrung des Krankheitsbildes beitragen konnen. Zahlreiche
Studien berichten iiber eine Dysregulation der humoralen und zelluldren Immunantwort bei
Patienten mit atopischer Dermatitis. Viele dieser Ergebnisse sind Einzelbefunde und es ist
bisher nicht gelungen, diese Befunde in ein biochemisches Gesamtbild einzufligen, um den
komplexen pathophysiologischen ProzeB dieser Erkrankung besser verstehen zu kénnen und

eine geeignete Therapie fiir die atopische Dermatitis zu entwickeln.

Aufgrund der trockenen Haut wurde der Metabolismus des Fettstoffwechsels untersucht. Hier
zeigte sich besonders bei den ungesittigten Fettsduren ein gestorter Metabolismus. Die
Linolsdure ist im Serum erhdht, wohingegen die Dihomo-y-Linolensdure und Arachidonséure
vermindert sind. Hier konnte ein Defekt der y-6-Desaturase aufgezeigt werden, denn dies
filhrt zu einer unzureichenden Verstoffwechslung von Linolsdure zu 7y-Linolensdure und
Dihomo-y-Linolensdure [Nolte 1992, Manku 1984]. AuBlerdem hat die verminderte Aktivitat
der y-6-Desaturase Auswirkung auf die Produktion der Prostaglandine und

Leukotriensynthese [Nolte 1992].
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Einen weiteren Ansatzpunkt stellt das Immunglobulin-E dar. IgE tritt vermehrt bei der
Immunantwort allergischer Reaktionen auf. 1978 konnte ein Zusammenhang zwischen der
Hohe der IgE-Konzentration und der Schwere der atopischen Dermatitis gezeigt werden
[Wiithrich 1978]. Jedoch wurden 1989 Daten iiber eine Variante der atopischen Dermatitis
publiziert, die nicht mit einer erhohten IgE-Antwort in Verbindung zu bringen sind [Wiithrich
1989, Nolte 1992]. Diese Form wird ,,intrinsische* Form der atopischen Dermatitits genannt
und entspricht ca. 20% des betroffenen Kollektivs [Werfel 1998]. Bei der intrinsischen Form
der Erkrankung liegt eine Eosinophilenaktivierung vor, jedoch ohne Nachweis erhohter IgE-
Antikorper im Gegensatz zu der extrinsischen Form [Kégi 1994]. Ein hoher IgE-Spiegel ist
somit nicht aussagekriftig fiir den absoluten Nachweis einer Atopie. Aufgrund des erhohten
Vorkommens von IgE wurde vermutet, dal die Fc-Bindungsregion des IgE bei Atopikern
Unterschiede zu normalem IgE aufweist. Dies wurde jedoch mit einem Sequenzvergleich

widerlegt [Rutz 1997].

Patienten mit atopischer Dermatitis und erhohtem IgE-Spiegel besitzen aulerdem mehr CD-4-
T-Zellen als Probanden mit normaler Haut. Ein erh6hter IgE-Spiegel kann durch die Zugabe
von CD8-T-Zellen unterdriickt werden. Durch das Entfernen von CD4-Zellen konnte die
Konzentration an IgE ebenfalls verringert werden. Aus diesen Befunden 148t sich die
Vermutung ableiten, da3 die erhohte Anzahl antigen-priasentierender Zellen und die T-Zell-
Aktivierung in Zusammenhang stehen. Hinzu kommt, dal die Lymphozytenproliferation
herabgesetzt ist, vor allem T3+- und T8+-Lymphozyten treten vermindert auf [Nolte 1992].
Auch wurden im Blut von Atopikern numerische und funktionelle Stérungen von
zytotoxischen Lymphozyten und von T-Suppressorzellen, neben Defekten der Monozyten und
Neutrophilen-Chemotaxis beobachtet. Diese spielen eine mdgliche Rolle bei der zusétzlich
erhohten Infektionsgefahr dieser Patienten [Kapp 1995]. Staphylococcus aureus ist bei 90%
aller Patienten auf der Haut nachweisbar [Werfel 1998, Skov 1996, Cork 1996, Abeck 1998].
Diese Bakterien tragen Exotoxine, welche als Allergene und als Superantigene fungieren
konnen. Sie binden an MHC-Klasse-II Molekiile von Langerhanszellen oder Monozyten und
rufen die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren wie IL-1 und TNF-a hervor

[Strange 1996].

Sédmtliche Zytokine wurden fiir eine mogliche Dysregulation der zelluliren Immunantwort
untersucht. In den Uberstinden von mononukledren Zellen bei AD-Patienten wurden

signifikant weniger Interleukin 2 und weniger Tumor-Nekrose-Faktoren nach Stimulation
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nachgewiesen [Kapp 1987, 1990]. Auch produzieren die aus Ekzemlédsionen gewonnenen T-
Zellklone zum grofen Teil groBBere Mengen an IL-4 oder IL-5 [Sager 1992, van Reijsen
1992]. Ein Zusammenhang zwischen der erhdhten Expression von IL-4 und der verminderten
Expression von Interferon-y wurde ebenfalls bestitigt [Grewe 1994, Grewe 1995, Hamid
1994, Thepen 1996]. IL-4 spielt bei der Regulation der IgE Produktion eine zentrale Rolle,
vor allem bei dem Wechsel von IgM- zur IgE-Produktion in B-Lymphozyten. Eine Mutation
in der o-Untereinheit des IL-4 Rezeptors wurde vermehrt bei Menschen mit einem erhdhten
IgE-Spiegel (iiber 95 IgE pro ml) gefunden. Das Allel des o-Interleukin-4-Rezeptors trigt bei
diesen Personen eine Mutation an der Position 576. Bindet IL-4 an den Rezeptor, so stimuliert
dieser die Produktion des IgE-Rezeptors CD 23. Die Mutante des o-Interleukin-4-Rezeptors
zeigt sich hierbei besonders leistungsfahig, sie stimuliert die CD 23-Produktion stérker als der
Wildtyp. Durch diese Uberexpression wird die IgE vermittelte Immunantwort verstirkt und

eine allergische Uberempfindlichkeit begiinstigt [Hershey 1997].

Von grofler Bedeutung sind neben der IgE-Regulation auch die Effekte von Zytokinen auf die
lokale Entziindungsantwort. So kann IL-4 die Expression von VCAM-1 auf Endothelzellen
stimulieren und beeinfluft somit Adhédsionsmechanismen von Leukozyten bei der
allergischen Reaktion. Auch auf mRNA-Ebene wurden mit immunhistologischen Methoden
Hinweise auf eine erhohte Expression von IFN-y in chronischen Lésionen der atopischen
Dermatitis gefunden [Grewe 1995, Hamid 1994, Thepen 1996]. Bei dem Verlauf einer
atopischen Dermatitis konnte ein Wechsel im Zytokinmuster nachgewiesen werden. Somit hat
die hohe Sekretion an IL-4 moglicherweise nur in der Initialphase der atopischen Dermatitis
eine essentielle Bedeutung, wohingegen wihrend der Entziindung IFN-y maf3geblich fiir die
Unterhaltung der Entziindungsantwort sein konnte [Werfel 1998]. Die Hochregulierung von
IgE konnte in der Anfangsphase der Dermatitis durch die reduzierte Produktion von INF-y
gefordert werden, da INF-y normalerweise IgE herunterreguliert [Bos 1992, Penne 1988,
Tang 1994]. Dieser Wechsel im Zytokinmuster bei akuten und chronischen Ekzemen zeigte
sich auch bei den allergenspezifischen T-Lymphozyten [Werfel 1996]. IFN-y hat somit in der
entziindeten Haut eine besondere Bedeutung. IFN—y induziert wie auch Allergene und
Superantigene die Bildung von MHC-Klasse-II-Molekiile, die aufler auf Langerhanszellen
auch auf Keratinozyten als Zeichen der Aktivierung gefunden werden. Keratinozyten

exprimieren unter dem EinfluB von IFN-y auch das Adhisionsmolekiil ICAM-1, das in
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loslicher Form je nach Schweregrad der atopischen Dermatitis im Blut nachgewiesen werden

kann [Wiithrich 1995].

Histologisch dhneln die Hautldsionen bei der atopischen Dermatitis denen einer allergischen
Kontaktdermatitis [Kapp 1995]. Die Keratinozyten in befallener atopischer Haut zeigen wie
bei einer Kontaktdermatitis eine lokale Expression des Adhdsionsmolekiils ICAM-1. Akute
Léasionen zeigen einen unterschiedlichen Grad der Hypogranulation, wobei eine signifikant
erhohte Anzahl an vollgranulierten Mastzellen in subakuten Lisionen lichenifizierter Haut

nachzuweisen ist [Kapp 1993].

Weiterhin weisen Patienten mit einer atopischen Dermatitis eine Bluteosinophilie auf.
Eosinophile werden durch IL-5 aktiviert [Kapp 1993]. IL-5 ist allgemein fiir die
Eosinophilendifferenzierung, -proliferation und —aktivierung verantwortlich und entfaltet
seine Aktivitit besonders am Ort der Entziindung. IL-5 trigt zur verlingerten Uberlebenszeit
von eosinophilen Granulozyten von Atopikern bei [Wedi 1997]. Im Blut finden sich hohe
Eosinophilenzahlen mit erhohten Aktivierungszustinden bei der extrinsischen wie auch bei

der intrinsischen Variante der atopischen Dermatitis [Kégi 1994].

Im Ablauf entziindlicher Prozesse spielt das Eosinophilen-Kationische-Protein eine
wesentliche Rolle. ECP ist in den Granula der Eosinophilen enthalten und wird im Verlauf
einer allergischen Reaktion freigesetzt. Es ist in der Lage, die Freisetzung von Histamin aus
Mastzellen zu stimulieren und die Zerstérung von Epithelzellen und moglicherweise auch von
Keratinozyten zu veranlassen. Die ECP-Konzentration im Serum von Atopikern sind
signifikant erhoht [Czech 1992, Kégi 1992, Kapp 1991, Walker 1993]. Wahrscheinlich
reflektieren erhohte ECP-Konzentrationen den  Aktivierungsgrad des gesamten
Eosinophilenpools. Der ECP-Spiegel ist somit geeignet, den Krankheitsgrad bei Patienten mit
atopischer Dermatitis zu charakterisieren. Er korreliert mit der Schwere des Krankheitsbildes
und féllt stark ab, wenn das Krankheitsbild sich verbessert. [Czech 1992, Kapp 1991]. Dies
spricht fiir eine Korrelation zwischen der klinisch sichtbaren Entziindung und der
Eosinophilenaktivitit. Als weiteres Merkmal des Krankheitsverlaufs kann das
Eosinophilenprotein-X dienen, welches mit der Eosinophilenaktivitdt im Blut korreliert und
dessen Konzentration auch im Urin gemessen werden kann. Dies wire als Verlaufskontrolle

der Krankheit geeignet [Kristjansson 1996].
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Weitere Mediatoren, die bei einer florierenden atopischen Dermatitis in erhohter
Konzentration nachweisbar sind, sind die 16sliche Form der IL-2-Rezeptoren aus aktivierten
Lymphozyten [Kdgi 1992, Wiithrich 1992], ELAM-1 aus Endothelzellen [Czech 1996],
16sliches CD14-Antigen aus aktivierten Monozyten [Wiithrich 1992] und, wie bereits
erwihnt, 16sliches ICAM-1 [Wiithrich 1995].

Durch Haptene ausgeloste Kontaktallergien zeigen einen erhohten Anteil an epidermalen
Zytokinen wie IL1B, TNF-a und IL12. Ebenso reagieren Atopiker auf den Kontakt mit
Hausstaub (HDM). Auch hier zeigte sich eine Erhdhung der m-RNA dieser Zytokine in der
Epidermis, welche bei gesunden Menschen nicht auftritt [Junghans 1998].

Ebenso wurden inflammatorische Mediatoren wie Histamin und Metabolite der
Arachidonsdure (Eicosanoide) kontrolliert. Bei Atopikern wurde ein erhohter Spiegel an
Eicosanoiden gefunden, aulerdem eine groBere Anzahl an Mastzellen und ein hoherer Haut-
und Plasmahistamingehalt im Vergleich zu normaler Haut. In vitro konnte gezeigt werden,
daB Mastzellen von Atopikern als Antwort auf die Bindung von IgE mehr Histamin
freisetzen. Diese Histaminfreisetzung kann auflerdem durch eine Reihe weiterer Stimuli
beeinflult werden, wie z.B. Zytokine, Hitze, Druck und UV-Licht. Die hauptregulative
Eigenschaft des Histamins kommt jedoch dem intrazelluliren cAMP zu.
Entziindungsmediatoren wie Histamin und Prostaglandin haben gemein, daB sie die Fahigkeit
besitzen an Zelloberflichen-Rezeptoren zu binden, die mit der Adenylatcyclase in
Verbindung stehen. Atopiker zeigen eine defekte cAMP-vermittelte Signalantwort, so da3 die
verminderte leukozytire cAMP-Konzentration die Zytokinproduktion erhoht [Gebhardt
1998]. Zudem ist die inhibitorische Wirkung der Prostaglandine auf IL-1 geschwicht. So

kann es aullerdem zu einer erhohten Bildung von IL-1 kommen.

Generell zeigen die Zellen in erkrankter Haut eine gestorte Fihigkeit, Signale weiterzuleiten.
Die Expression der zelluliren Adhdsionsmolekiile ist gleichermalen gesteigert, extrem jedoch
in den Fillen, in denen der second messenger cAMP involviert ist [Gebhardt 1998]. Die
fehlgesteuerte cAMP-Antwort in den Zellen von Atopikern ist vielleicht auch fiir das Fehlen
der histamin-induzierten Downregulation der hypersensiblen Haut verantwortlich. Es konnte
gezeigt werden, daB der Grundstatus der Protein-Phosphorylierung in mononuclearen

Leukozyten doppelt so hoch erscheint wie der bei gesunden Probanden. Bei gesunden



Einleitung 17

Leukozyten wurde die Aktivitdit der Proteinkinasen, nach Zugabe von Histamin stark

gesteigert. Bei Atopikern zeigte eine Histamingabe jedoch keine Wirkung auf die Zellen.

Die zunehmende PK-A Aktivitidt bei Atopikern und histamin-gestreSten normalen Zellen
korreliert mit dem hohen Vorkommen an cAMP-spezifischer Diesterase, PDE. Eine hohe
Aktivitit der cAMP spezifischen Phosphodiesterase, spricht auch fiir die niedrige
intrazellulire cAMP-Antwort in atopischen Leukozyten. Ebenfalls fiir eine Storung des
cAMP-Stoffwechsels spricht die verstidrkte Reaktivitit des o-adrenergischen Rezeptors und

ein Defekt des B-adrenergischen Rezeptors [Nolte 1992].
Anhand der Vielzahl der publizierten Daten iiber die atopische Dermatitis , welche jedoch oft
als Einzelergebnisse zu interpretieren sind, wird die hohe Komplexitét dieser weit verbreiteten

Hautkrankheit ablesbar.

I.5. Die biochemische Relevanz von Sphingolipiden der menschlichen Haut fir die

Barriereeigenschaften der Hornschicht und die intrazellulidre Signaltransduktion

Der Barriereschutz des Stratum corneum ist eng mit der Anwesenheit von Lipiden verkniipft,
die im gesamten Extrazellularraum multilamellar angeordnet sind [Holleran 1991]. Die
ausschlieBlich aus Neutrallipiden aufgebauten Membransysteme zeichnen sich durch eine
geringe Wasserdurchldssigkeit aus und bilden die Permeabilitdtsbarriere des Korpers. Lipide
werden in den differenzierten Keratinozyten des Stratum granulosums in Speicherorganellen,
den ,,Lamellar Bodies* intrazelluldr angereichert. Unmittelbar vor der Kornifizierung geben
die Keratinozyten den Inhalt der Lamellar Bodies in den Extrazellulirraum ab. Die
freigesetzten Lipide, die neben Cerebrosiden auch freie Sterole und Phospholipide enthalten,
fusionieren zu mehrlagigen Interzellularmembransystemen. Coextrudierte Enzyme
(Phospholipase und Glucocerebrosidase) spalten die Phospholipide bzw. Glucocerebroside zu

freien Fettsduren und Ceramiden.

Die Biosynthese von Ceramiden beginnt mit der enzymatischen Kondensation von Serin und
Palmitoyl-CoA. Unter Decarboxylierung entsteht die 3-Oxo-Verbindung, die durch NADPH
zu Sphinganin (Dihydrosphingosin) reduziert wird. Nun erfolgt die Verbindung von

Sphinganin mit einer Fettsdure. AnschlieBend wird durch ein Flavoprotein, eine Desaturase,
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eine Doppelbindung eingefiihrt, und es entsteht Ceramid. Auf diese Weise werden grofere

Sphingosin-Konzentrationen in den Zellen vermieden [Michel 1997].

Durch die Verkniipfung mit Phosphocholin aus Phosphatidylcholin entsteht aus Ceramid
Sphingomyelin (N-Acylsphingosin-1-phosphocholin).
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| Sphingomyelin |

Abbildung 5:  Strukturformel des Sphingomyelin.

Der Katabolismus von Sphingomyelin beschreibt nahezu vollstindig den umgekehrten
Syntheseweg. Er beginnt mit der enzymatischen Spaltung von Sphingomyelin in
Phosphocholin und Ceramid durch Sphingomyelinasen. Man unterscheidet je nach
subzelluldrer Lokalisation verschiedene Isoenzyme der Sphingomyelinase (s.u.). Ein Mangel
an Sphingomyelinase kann genetisch bedingt sein und verursacht die Niemann-Pick-
Krankheit [Kelter 1991]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dal ein Defekt der
Sphingomyelinaseaktivitit eine verminderte Apoptose-Induktion durch TNF-o und UV-Licht
bewirkt [Wright 1996].

In den letzten Jahren beschreiben zahlreiche Publikationen neue Funktionen der
Sphingolipide [Hannun 1989]. Neben ihrer Aufgabe als Membranbausteine fungieren sie als
»decond Messenger afferenter Signaltransduktionswege [Hannun 1994]. Signalceramide
zeichnen sich durch eine bimodale Kettenlingenverteilung aus. So haben die amidartig

gebundenen Fettsduren entweder eine Lange von 16-18 oder 24 C-Atomen.
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Signalceramide werden intrazelluldr u.a. durch die Aktivitdit der oben beschriebenen
Sphingomyelinasen  aus  Sphingomyelin  freigesetzt.  Bisher  wurden  folgende
Sphingomyelinasen charakterisiert, welche intrazelluldr unterschiedlich lokalisiert sind:

1) Saure Sphingomyelinase (EC 3.1.412) (lysosomal),

2) Neutrale Mg*" -abhingige Sphingomyelinase (zytosolisch),

3) Neutrale Mg”" -abhingige, in die Plasmamembran integrierte Sphingomyelinase.

Die Aktivierung der Sphingomyelinase kann rezeptorvermittelt erfolgen. Nach Spaltung von
Sphingomyelin in Ceramid und Phosphocholin kdnnen bei entsprechender Aktivierung
Ceramidasen (N-Acylsphingosindeacylasen) die amidgekoppelte Fettsdure entfernen, es
entstehen Sphingosin und eine freie Fettsdure. Sphingosin kann wieder in den Anabolismus
eingeschleust oder nach Phosphorylierung durch die Sphingosinkinase abgebaut werden.
Ceramide konnen auch mit einem Kohlenhydrat-Rest (Glucose, Galactose) versehen und in
den Interzellularraum ausgeschleust werden. Die rezeptorvermittelte Freisetzung von Ceramid
aus Sphingomyelin durch Sphingomyelinasen und die enzymvermittelte Regeneration von
Sphingomyelin aus Ceramid bzw. Sphingosin oder der Katabolismus von Sphingosin iiber

Sphingosin-Phosphat werden auch als ,,Sphingomyelin-Zyklus* bezeichnet.

Das Phanomen der rezeptorvermittelten Sphingomyelin-Hydrolyse und die Bildung von
intrazelluldrem Ceramid konnte in einer menschlichen Leukdmie-Zelllinie HL-60 erstmals
gezeigt werden. Verschiedene Zytokine und andere chemische Verbindungen haben einen
funktionellen Einfluf} als Agonisten im Sphingomyelin-Abbau, wie z.B.: IL-1, TNFa, IFNY,
Dexamethason, Brefedin A, monoklonale Antikorper gegen FAS/APO-1 und auch Vitamin
D3-Analoga wie Calcipotriol. TNFo interagiert mit dem 55kDa-Rezeptor, welcher sowohl die
lysosomale als auch die neutrale Smase aktiviert. AuBerdem haben experimentelle
Untersuchungen bestétigt, daB Arachidonsdure in die Induktion der Sphingomyelinase iiber
TNFa involviert ist. Ob es sich hierbei um eine spezifische oder unspezifische Induktion

handelt bedarf weiterer Untersuchungen.

Bei der Zellkommunikation existieren zahlreiche Mdglichkeiten mit denen eine Zelle Signale
aufnechmen und weiterleiten kann. In der sogenannten Signaltransduktion weisen
Verkniipfungen der Signalwege darauf hin, wie dicht das Kommunikationsnetz in jeder
einzelnen Zelle strukturiert ist. Normalerweise bestehen diese Kommunikationsstrukturen aus

Proteinen, jedoch wurde 1993 entdeckt, dal auch Ceramide in diese Signalwege involviert
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sind. Ceramide beeinflussen die Zellproliferation und -differenzierung. Sie sind auBBerdem ein
Regulator des programmierten Zelltodes, der Apoptose, welche durch TNF-o und andere
Mitglieder der TNF-Superfamilie induziert werden [Cifone 1994, Haimovitz-Friedmann
1994, Hannun 1994, Heller 1994, Kolesnick 1994, Obeid 1993]. Der Mechanismus, bei dem
der TNF-o-Rezeptor an die Sphingomyelinase koppelt, ist noch unklar [Weigmann 1992].

Weiterhin ist bekannt, dal Sphingolipide mit den Signalwegen, die den zelluldren
Calciumhaushalt regulieren, kommunizieren [Merrill 1997]. AuBlerdem stimulieren sie iiber
Kinase-Aktivierung die Phosphorylierung von Proteinen und leiten Signale an c-myc, die
Protooncogenen, die Kernfaktoren kB, Phospholipase A, und an Prostaglandine weiter
[Hannun 1994]. Auch wurde gezeigt, dal ein Mangel an Sphingolipiden die Ursache fiir
verschiedene tierische Krankheiten ist und moglicherweise an der Bildung von humanem
Krebs beteiligt ist [Merrill 1997]. Dariiber hinaus ist bekannt, da8 Krebszellen mit erhdhter
Aktivitit der Glycosylceramid-Synthase eine erhohte Resistenz gegeniiber onkotoxisch
wirkenden Substanzen aufweisen, was auf eine bedeutende Rolle des ceramid-vermittelten

Signaltransfers bei der Cancerogenese hinweist [Lucci 1999].

Insgesamt wurden verschiedene Zielaktivititen von Ceramiden bestimmt. Die ceramid-
aktivierende Proteinkinase [Joseph 1993] phosphoryliert z.B. Raf-1, ansteigende Mengen an
Raf-1 aktivieren die MAP-Kinase-Kaskade [Raines 1993, Yao 1995, Testi 1996]. Die MAP-
Kinase-Kaskade kann auch durch andere Signalwege aktiviert werden, in denen Ceramid
involviert ist, wie z.B. iiber die Phospholipase A,;, Cyclin B, S6-Kinasen und die
Transkriptions Faktoren AP-1, NF-IL-6, ELK1 und ATF2 [Yao 1995]. Desweiteren wurde ein
zytosolisches ceramid-aktiviertes Phosphatase-Protein identifiziert, welches fiir viele
Zielaktionen der Ceramide verantwortlich ist [Dobrowsky 1992, 1993, Hannun 1994, Wolf
1994].

Der Phosphatase-Inhibitor Okadeinsdure inhibiert beide Ceramid induzierten Kaskaden: die
Apoptose-Kaskade und die c-myc-Kaskade, welche eine wichtige Rolle in der
Differenzierung von HL-60 Zellen spielt. Die Aktivitit des CAPP korrelieret mit einer grof3en
Anzahl an Wachstumsinhibitoren in zahlreichen Zelltypen [Hannun 1994].
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In der Kaskade der Stress-Antwort aktivieren Ceramide die MEKK, welche die Jun-Kinase
(JNK-1) aktiviert und hieriiber wird c-jun aktiviert, welches eine Reihe von

Transkriptionsvorgéngen auslost [Testi 1996].

Die folgenden Abbildungen (Abbildung 6 und Abbildung 7) zeigen den moglichen Einflufl
von Ceramiden und weiteren Stoffwechselprodukten, wie Sphingosin und Sphingosin-1-

phosphat auf unterschiedliche Signaltransduktionswegen.

Sphingomyelin

\L neutrale Sphingomyelinase

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
Proliferation

Abbildung 6:  Méglicher proliferatver Weg, induziert durch Ceramid [nach Testi, R.].

Sphingomyelin

Vire Sphingomyelinase

Ceramid

v
MEKK

:
SEKK

i
SAPK

(INK1) \

Differenzierung / Apoptose

Stop der DNA-Synthese

Abbildung 7:  Méglicher Apoptose-Weg, induziert durch Ceramid [nach Testi, R.].
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Trotz der zahlreichen Erkenntnisse, die bereits vorliegen, ist der vollstindige Mechanismus
des Sphingomyelin-Zyklus und der mogliche Zusammenhang mit den verschiedenen

Hautkrankheiten und anderen moglichen Barriereschwichen nicht aufgeklart.

I1I.6. Wichtige Signaltransduktionswege der Keratinozyten

Wachstum, Differenzierung und andere Zelleistungen werden durch unterschiedliche externe
Signale beeinfluflt. Dabei entscheidet die Imbalance von funktionell antagonistischen
Signalen tiber die Richtung, in die das Pendel der Zelleistung ausschldgt. Von aktivierten
Transmembranrezeptoren erfolgt die intrazelluldre Signalleitung auf verschiedenen Wegen.
Um auf diese Signale moglichst schnell zu reagieren, haben Eukaryonten verschiedene
Proteinkaskaden entwickelt. Vor allem bei der Regulation von Wachstums- und
Differenzierungsreaktionen verlduft die Signaltransduktion iiber eine Kaskade von

hintereinandergeschalteten Proteinkinasen.

Ein extrazelluldres Signal wird von einem Transmembranrezeptor registriert, der Rezeptor
wird aktiviert und gibt das Signal in Form einer Stimulation der Tyrosin-Phosphorylierung
nachgeschalteter Effektormolekiile weiter. Als zentrale Schaltstation werden hier hdufig das
Ras-Protein oder andere Mitglieder der Superfamilie der Ras-Proteine angesehen. Bis zum
Ras-Protein laufen die beteiligten Reaktionen iiberwiegend membranassoziiert ab. Vom Ras-
Protein aus wird das Signal mit Hilfe von Proteinkinasen, die in Form einer Kaskade
hintereinander geschaltet sind, ins Zellinnere geleitet. Das Signal kann so bis in den Zellkern
hinein getragen werden. Als Resultat wird die Phosphorylierung und Aktivierung von
genregulatorischen Proteinen oder von Enzymen beobachtet, die Schliisselreaktionen des
Stoffwechsels katalysieren [Davis 1994, Blumer 1994, Cano 1995, Marshall 1995].
Schliisselelemente der intrazelluldren Signaliibertragung, die vom Ras-Protein (oder anderen
Mitgliedern der Ras-Superfamilie) ausgehen, sind cytoplasmatische Proteinkinasen. Diese
wurden in Sdugetieren aufgrund ihrer Regulierbarkeit durch extrazelluldre, hdufig mitogen
(zellteilungsfordernd) wirkende Liganden als MAP-Kinasen, oder als Erk bezeichnet. Die
sogenannten MAPK bilden das zentrale Element in diesen Signalwegen (Abbildung 9).

Die MAPK/Erk-Proteine stehen am unteren Ende der Signaliibertragung der MAPK-Wege
und haben héufig zwei weitere Proteinkinasen vorgeschaltet. Die MAPK/Erk-Proteine

empfangen das Signal in Form einer aktivierenden Phosphorylierung durch eine



Einleitung 23

vorgeschaltete Proteinkinase, die als MAP-Kinase-Kinase (MAPKK) oder auch als MEK
(MAP-Erk-Kinase) bezeichnet wird. Die MAPKK/MEK-Proteine wiederum sind Substrat fiir
einen weiteren Typ von ihrerseits vorgeschalteten Proteinkinasen, die MAPKK-Kinasen. Zu
dieser Gruppe gehoren u.a. die verschiedenen Raf-Kinasen, die vom Ras-Protein aktiviert

werden, die Mos-Kinase und die Proteinkinase MEKK-1.

Die unterschiedlichen MAPK-Kaskaden nutzen die gleichen Proteine in ihren
Ubertragungswegen. Diese Verkniipfungen zeigen, daB Cross-Talks unter den verschiedenen
Signalwegen nicht zu vermeiden sind. Unklar war, warum einige Proteine innerhalb eines
Signalweges bleiben, auch wenn sie theoretisch in verschiedenen Wegen ihre Aufgabe
erfiillen konnten. Die Zugehdrigkeit einer Kinase zu genau einem Signalweg wird offenbar
iiber eine topologische Fixierung in Geriistproteine der Zelle erreicht (Abbildung 8). Diese
Gertistproteine bilden einen riesigen Proteinkomplex aus den unterschiedlichen Kinasen und
legen so die Richtung eines Signals wie eine Einbahnstralle fest. Kinase-fixierende Proteine

sind z.B. MP1 und JIP-1.

Growth laclors Cylokines, siress
& arE
MAPKKK __"“- -H@
!'-I'IAPKK ?

Elk 1 c-Jun, Eb'h; 12, ATF2

Abbildung 8:  Geriistproteine, gefunden in Sdugerzellen. MP-1 ist hoch konserviert und hat auch ein

humanes Analogon.

Vermutlich gibt es noch wesentlich mehr solcher Proteine mit verschiedenen Bindungsstellen
fiir einige Enzyme. Diese Gertistproteine sind von groer Bedeutung fiir die Entwicklung von

Inhibitoren fiir spezifische Zellantworten.
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11.6.1.  Aktivierung der MAPK-Kinase

Die Aktivierung der MAP-Kinase-Wege wird bei Behandlung von Zellen mit
Wachstumsfaktoren, mit Tumor Nekrose Faktoren (TNF), mit Interleukin-1 sowie unter
StreBbedingungen beobachtet. Aullerdem kann die Einwirkung von bakteriellen
Endotoxinenen wie Lipopolysacchariden eine Aktivierung der MAP-Kinase-Wege nach sich
ziehen. Die Vielfalt der extrazelluldren Signale zeigt, da3 sehr unterschiedliche Signalwege an
der Aktivierung der MAP-Kinase-Wege beteiligt sein konnen. Eine zentrale Funktion der
MAP-Kinase-Wege besteht in der Aktivierung der Genexpression. Die Aktivierung wird liber
die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren vermittelt. Insgesamt ergibt sich fiir die
MAPK-Wege ein komplexes und an vielen Punkten noch unvollstindiges Bild. Es muf3 davon
ausgegangen werden, dall verschiedene Wege vernetzt sind, und daB3 Verzweigungen auf allen
Ebenen moglich sind. Dartiber hinaus konnen dieselben Substrate durch verschiedene MAPK-

Wege phosphoryliert und aktiviert werden.

In dieses Netzwerk der Signaltransduktion scheint der Sphingomyelin-Zyklus ebenfalls
beteiligt zu sein. Vor allem der Signalweg der Mitogen-Aktivierten-Protein-Kinase steht in

direkter Verbindung mit dem Sphingomyelin-Zyklus (Abbildung 6).

11.6.2.  Der SAPK/JNK-Signalweg

Der SAPK/INK-Signalweg dhnelt dem MAPK-Signalweg, jedoch wird er von vollig anderen
Stimuli aktiviert. Eine ganze Reihe von Aktivatoren starten diesen Signalweg wie z.B.

Zytokine, UV-Licht und osmotischer Stre3 [Denhardt 1996].

Diese Subgruppe der MAP-Kinasen hat den Transkriptionsfaktor c-Jun als Substrat. Solche
Kinasen werden als c-Jun-NH,-terminale Kinasen oder als StreB3-aktivierte Proteinkinasen
(SAPK) bezeichnet. Die  JNK/SAPK-Proteine binden an die N-terminale
Transaktivierungsdoméne des c-Jun-Proteins und phosphorylieren die Reste Ser63 und Ser73.
Als Folge wird eine erhohte Transkriptionsaktivitdt von Genen beobachtet, die durch c-Jun
kontrolliert werden. Die Aktivierung der JNK/SAPK-Proteine verlduft unter Beteiligung der
kleinen regulatorischen GTPasen Racl und CDC42, die beide zur Rho-Familie der Ras-
Superfamilie gehoren [Olson 1995].
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Zytokine wie TNF-o und IL-1 aktivieren den Signalweg iiber die Rac/Rho-Familie der
kleinen GTP-bindenden Proteine, wihrend UV-Licht unabhéngig voneinander Rho und Rac
aktiviert. Aktivierte MEKK1 phosphoryliert die SEK, welche dann wiederum die SAPK bzw.
JNK phosphoryliert. Die phosphorylierte SAPK bindet extrem stark an die N-terminale
Region des c-Jun und ATF-2.

Die zwei Hauptsignalwege fiihren je nach Zelltyp und Differenzierungsstadium zu
unterschiedlichen Zellantworten (Abbildung 9). Uber die MAPK wird bei Sdugetieren eine
Zelldifferenzierung und Zellteilung beobachtet, widhrend die Signalantwort auf die
Aktivierung der JNK einen Wachstumsstop, also eine typische StreBantwort zeigt, welche bis

zur Apoptose fithren kann.

‘

S
LI d g

Y

Abbildung 9:  Signaltransduktionswege in der Zelle von der Membran bis zur Transkription im Zellkern

[verdndert nach new england biolabs catalogue 1999].
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III. Problemstellung

Verschiedene ekzematdse und trockene Hautzustéinde weisen auf eine gestorte Lipidbarriere
hin. Ursprungsort dieserer Lipide ist der Golgi-Apparat der Keratinozyten. Der
Sphingomylinase-Zyklus hat einen grof8en Einflul auf die Zusammensetzung der Lipide in
den Vesikeln des Golgi-Apparates. Somit kann eine Storung der Sphingomyelinase direkten
Einflu auf die Lipidzusammensetzung des Stratum corneum haben. In den Sphingomyelin-
Zyklus sind auBerdem die Signaltransduktionswege der MAP-Kinase und der JNK/SAP-

Kinase involviert.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Ermittlung der Aktivititen der MAP-Kinasen,
Erk1/Erk2 und JNK/SAPK, hervorgerufen durch den EinfluB einer zunehmenden

Differenzierung in Keratinozyten gesunder und atopischer Haut

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll zundchst der Phosphorylierungsstatus der
Keratinozyten von normaler Haut im Hinblick auf verschiedene Parameter des
Sphingomyelin-Zyklus analysiert werden. Anschlie8end soll der Differenzierungszustand und
der Einflufl der Sphingomyelinase auf die Differenzierung mittels Nothern Bloting ermittelt
werden. Mit Hilfe von spezifischen Antikorpern gegen Erkl und Erk2 bzw. JNK/SAPK soll
die Aktivierung dieser Kinasen in den verschiedenen Keratinozytenkollektiven im Western
Blot aufgezeigt werden. Ziel dieser in vitro-Versuche ist die Ermittlung des
Phosphorylierungsstatus der gesunden Keratinozyten und die moglichen Einflussparameter
auf die Signaltransduktion. Ferner sollen im Anschluf3 daran ex vivo-Untersuchungen folgen,
die einen moglichst realitidtsnahen Vergleich zwischen Probanden mit gesunder Haut und
Probanden mit atopischer Dermatitis ermdglichen. Die ex vivo-Versuche sollen im
Schwerpunkt die Untersuchung der Differenzierung der Keratinozyten und der Aktivitéit der

Kinasen MAPK und JNK/SAPK beider Probandenkollektive beinhalten.
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IV. Material

IV.l. Gerite

Autoklaven
GTA 50
GVA 570
Bildanalyse
Bilddokumentationssystem
MPU-F100P time base corrector
CO;-Inkubator
Diinnschicht-Chromatographie-Auftragung
Diinnschicht-Chromatographie-Scanner
Fotokamera
Gefriermikrotom
Geldokumentationssystem
Glasgerite
Mikroskop
pH-Meter
Photometer UV/Vis-Spektrometer
Pipetten, Pipetierhilfen

Priparierbesteck
Proteinblotting-Apparatur
Proteingelkammer
RNA-Quantifizierungsgerit
Saugblasenmaschine

(Suction Blister Pumpe)
Spannungsquelle
Sterilwerkbank

Trockenschrank

Ultraschallgerit

Vakuumzentrifuge

Fritz Gossner; Hamburg
Fritz Gossner; Hamburg,

Kontron Elektronik; Echingen

MC3211511 PM, AVT Horn Sony; Japan
WTB-Binder; Bremen

CAMAG Linomat IV; Frankfurt
CAMAG TLC Scanner II; Frankfurt
Nikon F3, Nikon; Diisseldorf

Jung Frigocut 2800E, Leica; Cambridge
Lumi-Imager, Boehringer; Mannheim
Schott, Fisher Scientific; Frankfurt

Will WilovertS, Hund; Wetzlar

763 Multi-Calimatic, Knick; Berlin
Lambda 40, Perkin Elmer; Bad Wildbach
Research,  Reference,  Eppendorf;
Hamburg

W. Link; Hamburg

BioRad; Miinchen

BioRad; Miinchen

GeneQuant Pharmacia; Freiburg

Beiersdorf AG (Eigenbau); Hamburg

EPS 600 Pharmacia; Freiburg

Gelaire BSB 4A, Flow Laboratories;
Meckenheim

Heraeus; Hannover

Sonorex RK100 Bandelin Electronic;
Berlin

SpeedVac  Plus
Farmingdale - N.Y.

SC110A Savant;
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Analysenwaage KB BA 100, Sartorius; Gottingen
Zentrifugen

- Zentrifuge 5417C Eppendorf; Hamburg

- Kiihlzentrifuge Sorvall, Du Pont; Bad Homburg

AuBlerdem wurden handelsiibliche Kiihlgerite (4° C, -20° C, -80° C), Eismaschine, Schiittler,

Wasserbdder und Magnetriihrer eingesetzt.

1V.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien werden mit dem Reinheitsgrad ,,p.a.“ bzw. reinst von den jeweils aufgefiihrten

Firmen verwendet.

Aceton Merck Darmstadt
Acrylamid (40%ig) ICN Miinchen
Ammoniumpersulfat Sigma Miinchen
Bis-Acrylamid (2%) ICN Miinchen
Bromphenolblau Sigma Miinchen
Bovine Serum Albumin Sigma Miinchen
Calciumchlorid Sigma Miinchen
Chemiluminescence Blotting Substrate Boehringer Mannheim
Chloroform Merck Darmstadt
Coomassie Blue G-250 Merck Darmstadt
Dimethylsulfoxid Merck Darmstadt
Dispase Boehringer Mannheim
Dulbeccos PBS w/o (1 x) Life Tecnologies Eggenstein
ECL-Nachweis Kit Boehringer Mannheim
Einbettmedium Tissue-Tek O.C.T. USA
Compound Miles Inc.
Entwickler GBX Kodak Stuttgart
Essigsédure Merck Darmstadt
Ethanol Merck Darmstadt
ExtrAvidin-POD Sigma Miinchen
Fotales Kélberserum Life Tecnologies Eggenstein
Filmmaterial Ektacrome 3210T, Biomax MR,

Kodak Kodak
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Filterpapier Schleicher & Schuell Darmstadt
Fixierer GBX Kodak Stuttgart
Glycerol Sigma Miinchen
Glycin Sigma Miinchen
Lysispuffer new england biolabs  Beverly MA,
USA
Magnesiumchlorid Sigma Miinchen
Methanol Merck Darmstadt
Milchpulver (Magerstufe) Gliicksklee Frankfurt
Nitrozellulose Membran BioRad Miinchen
Oligo-dT-Zellulose Typ S Pharmacia Freiburg
Penicillin-Streptomycin (500 U/ml, 5000 pg/ml) Life Tecnologies Eggenstein
Phenol Merck Darmstadt
Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma Miinchen
Poly-L-Lysin Sigma Miinchen
Protein Assay Dye Reagent BioRad Miinchen
Proteinkinase K Sigma Miinchen
Sodiumdodecylsulfat Merck Darmstadt
Sphingomyelinase Sigma Miinchen
Spin-X-Séule Costar USA
TEMED Sigma Miinchen
TNF-o Sigma Miinchen
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Merck Darmstadt
Trypan-Blau-Losung Serva Heidelberg
Trypsin (2,5%) Boehringer Mannheim
Trypsin-EDTA (1 x) Life Tecnologies Eggenstein
Tween 20 Merck Darmstadt
Zellkulturmedien , K-SFM, DMEM Life Technologies Eggenstein
Zellkulturverbrauchsmaterial Renner, Greiner, Dannstadt,
Nunc, Millipore Niirtingen,
Wiesbaden,
Escheborn
B-Mercaptoethanol Sigma Miinchen
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IV.3. Antikorper

1V.3.1. Primdre Antikorper
Ak Organismus | Firma Verdiinnung/Inkubation | Verdiinnung /Inkubation
(anti-) Histologie Western Blots
Erkl Polyclonal |Santa Cruz|1/100 1/1000
Kaninchen |Biotecnologies; |1 hin 0,1% BSA 1 h in Milch
Kalifornien
Erk2 Polyclonal |Santa Cruz | 1/100 1/1000
Kaninchen |Biotecnologies; |1 hin 0,1% BSA 1 h in Milch
Kalifornien
Filaggrin | Monoclonal | Paesel + Lorei; |1/300 /
Maus Frankfurt 1 hin0,1% BSA
Involukrin | Monocl Sigma; 1/100 1/1000
onal Miinchen 1 hin 0,1% BSA 1 h in Milch
Maus
JINK Polyclonal |Santa Cruz | 1/100 1/1000
Kaninchen |Biotecnologies; |1 hin 0,1% BSA 1 h in Milch
Kalifornien
JINK Monoclonal | Santa Cruz | 1/100 1/1000; 1/200
activated |Maus Biotecnologies; |1 hin 0,1% BSA iiN in Milch
Kalifornien
MAPK Monoclonal | Sigma; 1/100 1/1000
activated | Maus Miinchen 1 hin0,1% BSA iN in Milch
pl3 Monoclonal | Sigma; 1/100 /
Maus Miinchen 1 hin0,1% BSA
Phospho- | Monoclonal | Biomol; / 1/1000
Serin Maus Hamburg iN in 0,2% BSA
Phospho- |Monoclonal | Sigma; / 1/1000
Threonin | Maus Miinchen iiN in 0,2% BSA
Phospho- | Monoclonal | Sigma; / 1/1000
Tyrosin Maus Miinchen iN in 0,2% BSA




Material

31

1V.3.2. Sekunddre Antikérper

Antikorper |Organismus | Firma Verdiinnung/Inkubation |Verdiinnung/Inkubation
(anti-) Histologie Western Blots
Maus Kaninchen |Sigma; 1/ 250 1/500 1 h
IgG Miinchen 30 min in 0,1% BSA in BSA oder Milch je
nach primidrem AK
Kaninchen |Ziege Sigma; 1/ 250 1/500 1 h
IgG Miinchen 30 min in 0,1% BSA in BSA oder Milch je
nach primdrem AK

1V.3.3. Molekulargewichtsmarker

Molekulargewichtsmarker

Firma

Bandengrofien

Biotinylated Standard | BioRad; Miinchen 200 kDa; 116 kDa; 97,4 kDa;

BroadRange 66 kDa; 45 kDa; 31 kDa;
21,5 kDa; 14,5 kDa

ECL Amersham; Braunschweig 97.4 kDa; 68 kDa; 46 kDa;
31 kDa; 20,1 kDa; 14,4 kDa

Kaleidoscope Prestained | BioRad; Miinchen 208 kDa; 127 kDa; 85 kDa;

Standard 45 kDa; 32,8 kDa; 18,1 kDa;
7,4 kDa

Rainbow Amersham; Braunschweig 250 kDa; 160 kDa; 105 kDa;

75 kDa; 50 kDa, 35 kDa,
30kDa, 25 kDa, 15 kDa,
10 kDa

IV.4. Sicherheit und Entsorgung

Alle Chemikalien werden entsprechend ihren R- und S-Sdtzen gehandhabt und nach den

angegebenen Vorschriften entsorgt. Halogenfreie und halogenhaltige Losungsmittel werden

getrennt gesammelt und entsorgt. Die Arbeit mit humanen Zellen war auf Zellkultur-

Laboratorien beschrinkt. Biologisch kontaminiertes Material wurde durch Autoklavieren oder

Desinfektion sterilisiert und anschlieend ordnungsgemil vernichtet.
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IV.5. Medien, Losungen und Puffer

IV.5.1. Medien

DMEM

Kulturmedium fiir Keratinozyten

500 ml DMEM (fertig bezogen)
10% (v/v) FCS

50 pg/ml Streptomycin

50 U/ml Penicillin

500 ml KFSM (fertig bezogen)

50 pg/ml Streptomycin

50 U/ml Penicillin

5 ng/ml EGF

50 pg/ml Rinderhypophysenextrakt

Um Losungen oder Puffer anzusetzen, wird deionisiertes Wasser aus der Filtrationsanlage

Seralpur RRO 90C verwendet. Die fiir die Zellkultur angesetzten Ldsungen und Puffer

werden vor Gebrauch autoklaviert oder sterilfiltriert.

1V.5.2. Lésungen und Puffer

Blockierungspuffer Nothern Blot

BSA-Losung

CDP-Star-Losung

Coomassie-Blue-Firbelosung

DIG-Puffer + 1% (w/v) Blockierungsreagenz

kéauflich erworben von Boehringer Manheim

2% (w/v) BSA (1%, 0,1%, 0,2%)
98% (v/v) PBS-Tween (99%, 99,9%, 99,8%)

kéuflich erworben von Boehringer Manheim

45% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsdure

0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250
Losung wird filtriert
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DIG Puffer Stam mlosung

DIG-Waschpuftfer

Dulbecco’s PBS w/o (1 x)
(fertig bezogen)

Eindeckmedium

Elektrophorese-Puffer (10 x)

Entfarbelosung fiir Coomassie-Farbung

Férbelosung fiir die Immunhistochemie

Kammerpuffer

23,22 g Maleinsdure
17,53 g NaCl

14 ¢ NaOH-Plétzchen
2000 ml H,O

pH 7,5

DIG-puffer + 3% (v/v) Tween 20

137 mM NacCl
2,7 mM KCl

1,5 mM KH,POy4
8,1 mM Na,HPO,

50% (v/v) Glycerin
50% (v/v) PBS w/o

250 mM Tris/Cl
1,8 M Glycin
1% (w/v) SDS

30% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure

225 ml, 0,5 M Acetatpuffer pH 4,9
250 pl, 30% Wasserstoffperoxid
10 ml AEC-Substrat

0,6% (w/v) Tris/HCl
0,1% (w/v) SDS
2,9% (w/v) Glycin
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Lysis-Puffer
(fertig bezogen bei new england biolabs)

Lysispuffer Nothern Blot
- Losung A

- Losung B

Milchldsung

MOPS-Puffer

PBS fiir die Immunhistochemie

20 mM Tris-HCI (pH 7,4)
150 mM NaCl

1 mM Na,EDTA

1 mM EGTA

1% Triton

2,5 mM Sodiumpyrophosphat
1 mM B-glycerophosphate

1 mM NazVOy

1 ng/ml Leupeptin

+PMSF frisch dazugeben

0,5 M NaCl

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA

1% (v/v) SDS

0,1 M NaCl

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA

1% (v/v) SDS

0,5% (w/v) Magermilchpuver
99,5% (v/v) PBS-Tween

41,9 g MOPS
4,1 g Na-Acetat
3,7g EDTA

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

6,5 mM Na,HPO,
1,5 mM K,HPO,
0,5 mM MgCl,
0,9 mM CacCl,
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PBS-Tween 99,9% (v/v) Dulbecco’s PBS
0,1% (v/v) Tween

Poly-L-Lysin Poly-L-Lysin-Losung fertig bezogen 1/10
verdiinnt
RNA-Ladepuffer 250 pl Formamid dideionisiert

83 ul Formaldehyd 37% (w/v)

50 pl 10 x MOPS

40 pul Bromphenolblau 0,01% (w/v)
50 pul Glycerin

Sammelgel 5% 5% (w/v) Acrylamid
0,125% (w/v) Bisacrylamid
130 mM Tris/Cl- pH 6,8
0,1% (w/v) SDS
0,08% (w/v) APS
0,15% (v/v) TEMED

SSC 20 x-Stammlosung 350,6 g NaCl
176,5 g Na-Citrat
2000 ml H,O
pH 7,0

Transferpuffer 50% (v/v) Kammerpuffer
20% (v/v) Methanol

Trenngel 10% 10% (w/v) Acrylamid
0,125% (w/v) Bisacrylamid
375 mM Tris/Cl- pH 8,8
0,1% (w/v) SDS
0,08% (w/v) APS
0,15% (v/v) TEMED



36

V. Methoden

V.1. In vitro-Versuche

V.i.1. Zellkultur

Alle Experimente wurden ausschlieBlich mit primédren Keratinozyten erster bis maximal
zweiter Passage durchgefiihrt. Die Gewinnung von Keratinozyten-Kulturen wurde mit Hilfe
von Hautbiopsien verschiedener weiblicher und méannlicher Spender zwischen 19 und 56
Jahren (deren Einwilligung zur Verwendung ihrer Biopsien fiir Forschungszwecke vorliegt)
realisiert. Alle Zellen wurden im CO;-Inkubator bei 37° C, 7% CO, in wassergeséttigter
Atmosphére kultiviert. Mittels Trypan-Blau-Losung wurden die Keratinozyten in einer
Neubauer-Zdahlkammer ausgezihlt und der prozentuale Anteil an toten Zellen ermittelt. Alle
Arbeitsgiange wurden eisgekiihlt durchgefiihrt. Das Medium tiber den Zellen wurde zweimal
wochentlich gewechselt, ja nach Bedarf wurde zusitzlich ein- bis zweimal mit PBS
gewaschen. Nach ca. 4 - 12 Tagen waren die Zellen zu 70 - 90% konfluent gewachsen und

konnten passagiert werden.

V.1.2. Isolierung von Keratinozyten aus Hautbiopsiematerial

Die Hautbiopsien wurden in einem Transportmedium iiberreicht, anschlieBend in PBS
gewaschen und mit Hilfe eines sterilen Préparierbestecks vom Unterhautfettgewebe, der
Subcutis befreit. Die Biopsie wurde in kleine Stiicke der GroBe von ca. 5 x 5 mm geschnitten.
Danach wurde jede kleine Biopsie 5 s in 70% Ethanol gelegt, 2 mal fiir 5 s in PBS gewaschen
und in einer 2 U/ml konzentrierten Dispaseldsung fiir 2 h bei 37° C im Brutschrank inkubiert.
Die Dispase fungiert als Kollagenase fiir Kollagen Typ IV und Fibronektin. Sie beeinfluf3t die
Zellaktivitéit jedoch nicht. Die Epidermis wurde hiernach von der Dermis mit einer Pinzette
abgetrennt. Die Epidermisstiicke wurden in PBS gewaschen und anschlieBend mit 3 ml
Trypsin-Losung bei 37° C erneut im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer
gestopften Pasteurpipette durch mehrmaliges Trituieren vereinzelt. Gestoppt wurde der
Trypsinverdau mit fertig angesetztem DMEM. Die Stratum Corneum-Reste wurden aus der
Losung entfernt. Die Zellsuspension wurde in ein 12 ml-Zentrifugen-Réhrchen tiberfiihrt. Die
Zellen wurden bei 1500 rpm bei 4°C zweimal zentrifugiert. Zwischen den zwei

Zentrifugationsschritten und am Ende der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und
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die Zellen mit frischem KSFM-Medium resuspendiert. Im Anschlull daran wurden die Zellen

je nach Zellzahl auf verschiedene Zellkultivierungsbehilter verteilt.

Zum Passagieren wurden die Zellen zweimal mit 5ml PBS w/o gewaschen, mit
Trypsin/EDTA fiir 5-10 min inkubiert und anschlieBend mit einer Pipette von der Oberflache
des Kulturgefdafles abgelost. Der Trypsinverdau wurde mit fertig angesetztem DMEM-
Medium gestoppt. Es folgte eine 10 min Zentrifugation bei 4° C und 1500 rpm. Der
Uberstand wurde verworfen, und die Zellen wurden erneut in DMEM-Medium resuspendiert
und wieder 10 min zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand entfernt, und die Zellen wurden
mit frisch angesetztem KFSM in die gewiinschten KulturgefiBle je nach Zellzahl und
experimentellen Vorgehen ausgesit. Nach erneuter Konfluenz der Keratinozyten, konnten die

Zellen dann direkt fiir Experimente eingesetzt werden.

V.1.3. Invitro-Experimente zur Uberpriifung zelluliirer Funktionen

Jeweils zum Experimentbeginn wurden die Zellen der Nullkontrolle nach zweimaligem
Waschen mit kaltem PBS mittels Abschaben von der KulturgefdBoberfliche in PBS geerntet
und nach einer Zentrifugation bei 1500 rpm/4° C als feuchtes Pellet in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80° C gelagert. Mit allen weiteren Zellen wurde nach einem

gesetzten Stref3 oder nach einem definierten Zeitraum ebenso verfahren.

Als Stressoren wurden folgende Reagenzien in den jeweiliges aufgefiihrten Konzentrationen

verwendet:

Reagenz Bezugsquelle Konzentration

Sphingomyelinase Sigma,; 25 mU/ml
Miinchen

TNF-o Sigma; 10 ng/ml
Miinchen

Calciumchlorid Sigma; 1,1 mM
Miinchen

Green Tea BDF AG; Hamburg 0,05 mg/ml

Magnesiumchlorid Sigma; 0,5 mM

Miinchen
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V.2. Proteinbiochemie

V.2.1. Gewinnung von Zytosolextrakten

Die bei -80° C gelagerten Zellpellets wurden direkt in 30 pl Lysispuffer resuspendiert und fiir
5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen viermal fiir 5 s in einem eiskalten
Wasserbad einer Ultraschallbehandlung unterzogen, nachfolgend bei 14000 rpm fiir 10 min
und 4° C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und das Kernpellet verworfen. Das

nun vorliegende Zelllysat konnte bei -80° C gelagert oder auf Eis weiter verwendet werden.

V.2.2.  Proteinbestimmung

Um bei nachfolgenden Untersuchungen die gleiche Menge an Proteinen des Cytosolextraktes
einzusetzen, wurden durch eine Proteinbestimmung die Proteinkonzentrationen der Zellysate
ermittelt. Mit Hilfe einer BSA-Eichreihe wurde nach Bradford [Bradford 1976] mit dem
BioRad Protein Assay Dye Reagenz bei 595 nm im Photometer die Proteinbestimmung

durchgefiihrt.

V.2.3.  Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Western Blot

Von den Zellextrakten wurden 10 pg Protein in 3 x Probenpuffer bei 95° C fiir 5 min
denaturiert. 10% SDS-Polyacrylamidgele, bestehend aus Sammel- und Trenngel (Laemmli,
1970), wurden mit den Proben beladen und bei 80 V fiir 15 min und bei 180 V fiir 45 min in
einem  Laufpuffer  aufgetrennt.  Protein-Molekulargewichtsmarker =~ wurden  zur

GroBenabschitzung mit aufgetrennt.

Der Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte im
Transferpuffer mit einer angelegten Spannung von 100 V. Nach einer Stunde war der Transfer
abgeschlossen. Die Membran wurde von dem Gel befreit. Mittels einer Coomassie-Blue-
Losung wurde das SDS-Gel gefiarbt, um die Vollstindigkeit des Proteintransfers von dem
SDS-Gel auf die Nitrocellulose-Membran zu tiberpriifen. Das Gel wurde iiN bei RT in der
Farbelosung geschwenkt. AnschlieBend wurde das Gel in die Entfirbelosung transferiert,
welche mehrmals gewechselt wurde, bis das Gel die gewiinschte Farbintensitdt der

verbleibenden Proteinbanden aufwies.



Methoden 39

V.2.4. Immunologischer Nachweis spezifischer Proteine

Je nach einzusetzendem priméren Antikdrper wurde die Nitrocellulose-Membran fiir 1 h in
5%iger Milchlosung oder 2%iger BSA-Losung abgesittigt. Die abgeséttigten Membranen
wurden dreimal je 5 min mit PBS-Tween gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation
mit dem primdren Antikorper (Konzentration und Inkubationszeit siehe IV.3.1 ,Primére
Antikorper®), auf die erneut ein dreimaliges Waschen fiir je 10 min mit PBS-Tween folgte.
Danach folgte eine weitere Inkubation mit dem sekundéiren Antikorper (siehe 1V.3.2
»Sekundédre Antikorper). Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS wurde die Membran in
dem Chemiluminescence-Blotting-Substrate (POD) fiir ca. 60 s inkubiert. Die Membran
wurde anschliefend in einer Klarsichtfolie in den Kameraraum des Lumi-Imager eingelegt,
die Expositionszeiten lagen zwischen 1 und 15 min. Mit Hilfe der Software wurden die

erhaltenen Signale quantitativ ausgewertet.

V.3. Ex vivo-Untersuchungen

Alle Untersuchungen wurden an freiwilligen Probanden gemiB den Bestimmungen der
Deklaration nach Helsinki fiir Probandentests durchgefiihrt. Alle schriftlich bestétigten

Einwilligungen der Probanden lagen der Beiersdorf AG vor.

V.3.1. Keratinozytengewinnung aus Saugblasenepidermis

Diese Methode dient der Gewinnung von menschlicher Epidermis, die vor Ort ohne einen
medizinischen Eingriff entnommen werden konnte und als sogenannte ex vivo-Methode
bezeichnet wird. Auf sechs kreisrunden Arealen mit einem Durchmesser von 5 mm wurde ein
Unterdruck von 220 — 250 mbar angelegt. Die Epidermis 16st sich innerhalb von 2 — 3
langsam ab, und es entstanden Blasen, die mit einer serumhaltigen Fliissigkeit gefiillt waren.
Mit einem sterilen Mikropréparierbesteck wurde die Saugblase entfernt und in kaltem PBS bis
zur Weiterverarbeitung gelagert [Kiistala & Mustakallio 1964, Kiistala 1968]. Die

Gewinnung von Saugblasenepidermis erfolgte ausschlieBlich an der Innenseite des Oberarms.
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Abbildung 10: Gewinnung der Saugblasenepidermis. 10a) Durch Unterdruck entstandene Saugblase, mit
Serum prall gefiillt. 10b) Entfernung der Epidermis mit Hilfe eines Mikroprdparierbesteck.

V.3.2. Isolierung von Keratinozyten aus der Saugblasenepidermis

Die SBE wurde in 3 ml 0,5% Trypsin-PBS-Losung bei 37° C im Brutschrank fiir 10 min
inkubiert. Die Zellen wurden von der entnommenen Saugblase mittels 10 min Trituieren
vereinzelt. Dabei wurde eine Pasteurpipette verwendet, um den Vorgang zu beschleunigen.
Mit Hilfe eines Mikroskops wurde die vollstandige Ablosung der Zellen in Abstinden von 3-
5 min verfolgt. Der Trypsinverdau wurde mit 5 ml fertig angesetztem DMEM-Medium
gestoppt. Das verbleibende Stratum Corneum wurde aus der Ldsung entfernt und die
Zellsuspension bei 1500 rpm und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert und bei 4° C erneut 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde ebenfalls entfernt, das feuchte Pellet bei Bedarf in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80° C gelagert und nachfolgend zum cytosolischen Extrakt weiterverarbeitet (siche

V.2.1,,Gewinnung von Zytosolextrakten®).

V.4. Histologische Untersuchungen

Fiir alle histologischen Untersuchungen wurden Kryostatschnitte aus Saugblasenepidermis

oder Punch-Biopsien oder normale Biopsien verwendet.

Die  Saugblasengewinnung  ist unter  V.3.1 ,Keratinozytengewinnung  aus
Saugblasenepidermis® beschrieben. Punch-Biopsien sind Hautbiopsien mit epidermalen und
dermalen Anteilen, die ex vivo-gewonnen wurden. In lokaler Betdubung erfolgte die

Entnahme der Punch-Biopsien (4 — 6 mm Durchmesser). Die Hautproben wurden aus nicht
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lasionaler Haut zumeist am medialen Oberarm oder an der Wade entnommen. Die Wunden
wurden primér verschlossen und nach 12 — 14 Tagen die Fiden entfernt. Insgesamt wurden
Hautproben bei 17 Probanden (24 bis 50 Jahre) entnommen. Dies erfolgte gemdB3 der
Deklaration von Helsinki, ausschlieBlich durch Arzte der Hautklinik der Universitétskliniken
Eppendorf in Hamburg. Die Einwilligung aller Probanden beziiglich der Biopsieentnahme

und Verwendung lag der Beiersdorf AG vor.

V.4.1. Herstellung von Kryostatschnitten

Die Saugblasenepidermis bzw. die Punch-Biopsien wurden in Einbettmedium getrdnkt mit
Hilfe einer Pinzette in die richtige Lage positioniert und in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Zum Schneiden wurde die eingebettete Hautprobe mittels Einbettmedium auf einen

Priparatehalter aufgebracht und bei -80° C gelagert bzw. bei -30° C direkt weiterverarbeitet.

Zur Vorbereitung wurden Objekttriger mit Hilfe einer Poly-L-Lysin-Losung in einer

Verdiinnung von 1/10 fiir 10 min beschichtet und bei 60° C 10 min getrocknet.

Die Kryostatschnitte wurden in einem Gefriermikrotom mit einem c-Schliff in einem Winkel
von 5° in einer Dicke von 7-10 um angefertigt und auf die beschichteten Objekttrager
gebracht. Nach 5 min Lufttrocknung wurden die Schnitte fiir 10 min in einer

Methanol/Aceton-Losung (1/1) bei -20° C fixiert.

V.4.2. Immundetektion von histologischen Schnitten

Die fixierten Schnitte wurden mit speziell fiir die Immunhistochemie angesetztes PBS
gewaschen (siehe IV.5.2). Nach zwei fiinfminiitigen Waschschritten mit dieser PBS-Losung
wurden die Schnitte zum Absittigen in eine 1%ige BSA-Losung gegeben und 30 min
inkubiert. Es folgten drei flinfminiitige Waschschritte in 0,2% BSA-Losung. Anschliefend
wurden die Proben mit dem 1. AntikSrper (in 0,2%iger BSA-Ldsung angesetzt) inkubiert. Die
Antikorper wurden in der Konzentration und Inkubationsdauer nach IV.3 , Antikdrper
eingesetzt. Erneut wurde dreimal mit 0,2% BSA-Losung gewaschen und der sekundire
Antikorper (ebenfalls in 0,2% BSA-Losung angesetzt) fiir 30 min hinzugefiigt. Erneut wurde

dreimal mit 0,2% BSA-Losung fiir je 5 min gewaschen.
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V.4.3. Immunperoxidase Fdarbung

Nachdem die Antikdrperreaktionen abgeschlossen waren, folgte die Farbereaktion. Bei dieser
Reaktion wurden die an den zweiten Antikorper gekoppelten farblosen Substrate zu farbigen
Substraten umgesetzt. Die Féarbung entsteht an dem Prizipitationsort von primidrem und
sekunddrem Antikorper. Die Objekttrager mit den Schnitten wurden in die Féarbelosung bei
37° C getaucht und fiir 5-12 min inkubiert. Diese Inkubationszeit beeinfluflt die Intensitit der
Féarbung. Verschiedene Vorversuche waren daher notwendig, um die bestmdgliche
Reaktionsdauer des Substratumsatzes des sekunddren Antikorpers zu optimieren. Die
Reaktion wurde mit dem Eintauchen der Objekttriger in bidestilliertes Wasser gestoppt.

AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal mit PBS gespiilt und bei RT getrocknet.

Vor der mikroskopischen Betrachtung wurden die Priparate mit einem Tropfen
Eindeckmedium versehen und mit einem Deckgléschen geschiitzt. Die Lagerung der Schnitte

erfolgte bei -20° C.

Bei einem immunofluoreszens-(FITC)-gekoppelten Antikdrper war keine weitere
Farbelosung notwendig, die Schnitte konnten nach der Antikorperreaktion direkt bei -20° C
gelagert werden. Die Auswertung dieser immunhistochemischen Priaparate sollte jedoch nicht

langer als 2 Monate aufgeschoben werden, da sonst die Immunofluoreszens verblaft.

V.5. Lipidanalyse

V.5.1. Lipidextraktion aus Keratinozyten

Isolierte Keratinozyten aus Saugblasenepidermis oder aus anderen Biopsien konnten zur
Lipidextraktion ebenfalls herangezogen werden. Dabei wurden die Keratinozyten mittels
eines Trypsinverdaus gewonnen. Die vereinzelten Zellen wurden abzentrifugiert, zweimal mit
PBS gewaschen und das feuchte Pellet bei —80° C gelagert oder direkt weiterverarbeitet (wie
unter V.2.1 ,,Gewinnung von Zytosolextrakten* beschrieben). Fiir die Lipidgewinnung wurde
das Pellet in 800 ul H,O resuspendiert und in ein 6 ml Hamilton-Glasvial mit Spitzboden
iiberfiihrt. Ein Aliquot von 10 pul wurde zur DNA-Bestimmung herangezogen. Die
Lipidextraktion erfolgte durch Zugabe von 2 ml Methanol und einem kurzen Schiitteln.
Anschliefend erfolgte die Zugabe von 1 ml Chloroform und eine 5 min Ultraschallbad-

Behandlung. Erneut wurde 1 ml Chloroform hinzugefiigt und die Losung erneut fiir 5 min
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einer Ultraschallbehandlung ausgesetzt. AbschlieBend wurde 1 ml H,O der gesamten Losung
hinzugefiigt und ein letztes Mal fiir 5 min in einem Wasserbad mit Ultraschall behandelt. Es
folgte eine 10 min Zentrifugation bei 1500 rpm. AnschlieBend wurde die untere
Chloroformphase (lipidhaltige Ldsung) mit einer Pasteurpipette in ein neues Probenvial
iiberfiihrt. Die vollstindige Losung wurde bis zur Trockene an der SpeedVac eingeengt und
mit 200 pul eines Chloroform/Methanol 2/1 (v/v) wieder in Losung gebracht. Bei der
Extraktion war es wichtig, die Volumenverhéltnisse genau einzuhalten, um zu Beginn der
Extraktion ein einphasiges System aus H,O, CHCI; und MeOH zu erhalten. Zur Kontrolle

einer vollstindigen Extraktion konnte mit 1 ml Chloroform nachextrahiert werden.

Die organische Phase wurde bis zur Trockene eingeengt. In 3 x 500 ul Hexan/Ethanol 95/5
(v/v) aufgenommen und erneut eingeengt. AnschlieBend in 200 pul Chloroform/Methanol 2/1
(v/v) gelost und 10-15 pl, je nach DNA-Bestimmung mit Hilfe des CAMAG Linomat IV auf
die Diinnschicht-Chromatographie-Trager aufgetragen. Jetzt wurden die fertigen Platten in ein
FlieBmittel aus Chloroform/Methanol/H,O 65/25/4 (v/v/v) gegeben. Der Trager wurde darin
zweimal entwickelt, anschlieBend in ein Sdurebad aus 10% Kupfersulfat in 8%iger
Phosphorsédure gegeben und dann fiir 20 min bei 190° C verascht. Mit Hilfe des aufgetragenen
Standards wurden die sichtbaren Banden im CAMAG TLC Scanner II ausgewertet.

V.6. Nothern Blot-Analysen

V.6.1. Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der Poly(A)-RNA erfolgte mit Hilfe der Proteinkinase K und Oligo-dT-
Zellulose. Auf den mit PBS gewaschenen Zellrasen wurde 2 ml eines speziellen Lysispuffer
(Losung A, welche mit Proteinkinase K angereichert war) gegeben. Das stark viskose Lysat
wurde mittels einer Spritze und Kaniile homogenisiert. Das Homogenat wurde fiir 60min bei
37° C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 7,5 mg Zellulose (in Losung A). AnschlieBend
wurden die Proben auf einem Horizontalschwenker bei RT 60 min inkubiert. Das komplette
Gemisch wurde auf 37° C erwiarmt und bei 2050 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Das weifle Pellet
wurde zweimal in 2 ml Losung A resuspendiert, anschlieBend erneut abzentrifugiert und in
2 ml Losung B gewaschen und zentrifugiert. Das gewaschene Zellulose Pellet wurde in
400 pul Losung B suspendiert und in drei Schritten iiber eine Spin-X Saule fir 30 s bei
14000 rpm zentrifugiert. Der auf der Sdule haftende Zellulose-RNA-Komplex wurde durch
dreimalige Zugabe von 150 pl H,O, Inkubation bei 65° C und Zentrifugation bei 14000 rpm
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aufgelost. Die Poly(A) "RNA lag nun in wiBriger Losung frei vor. Durch Zugabe von 50 pl
3 M Na-Acetat Losung (pH 5,2), sowie 1 ml Ethanol (96%), wurde die RNA bei —20° C iiN
ausgefillt. Nach 30 min Zentrifugation (14000 rpm, 4° C) wurde das Pellet in 300 ul Ethanol
gewaschen, erneut zentrifugiert und bei RT fiir 30 min getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pul
Wasser aufgenommen fiir 5 min bei 65° C erwédrmt und anschlieend quantifiziert. Die RNA-

Konzentration wurde bei 260 nm mit Hilfe eines RNA-Quantifizierungsgerit bestimmt.

V.6.2. Gel-Elektrophorese

Als Auftrennungsverfahren fiir die RNA schloB sich eine Elektrophorese in einem Agarose-
Gel an. Die hitzedenaturierten RNA-Proben wurden in einem 1,2% (w/v) Agarose-Gel bei
100 V fiir 2,5h in MOPS-Puffer aufgetrennt. Die Agarose wurde in 1x MOPS-Puffer
angesetzt und mit 37% (w/v) Formaldehyd versetzt. Die RNA wurde in 5 pl RNA-Ladepuffer
(+3 ul Ethidiumbromid) bei 65° C fiir 10 min denaturiert.

V.6.3. Nothern Blot

Mittels kapillarer Saugkrifte wurde die RNA in einem RNA-Transfer-Puffer (10 x SSC) iiber
12h passiv auf eine Nylonmembran {ibertragen. Eine anschlieBende UV-Bestrahlung
(120 mJ/cm?) der Membran bewirkte eine irreversible Vernetzung der RNA und der

Membran.

Die RNA beladene Membran wurde in einer Hybridisierungsrohre zusammen mit 10 ml
Hybridisierungspuffer (DIG-Puffer) gegeben. Nach 2h bei 68°C wurde der
Hybridisierungspuffer durch neuen ersetzt. 100 ng der Hybridisierungssonden wurden in
50 ul H,O aufgenommen und fiir 10 min bei 94° C linearisiert. Nach schneller Abkiihlung auf
Eis wurden die Sonden der Hybridisierungslosung zugegeben. Die Hybridisierung verlief
iiber 24 h. AnschlieBend wurde die Hybridisierungsmembran zweimal bei RT mit 25 ml
2 x SSC/ 0,1% (w/v) SDS und zweimal mit 25ml 1x SSC/ 0,1% (w/v) SDS bei 68°C

gewaschen.
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V.6.4.  Detektion von Digoxigenin-markierter RNA

Bei der hier angewandten Methode zum Nachweis Digoxigenin markierter Nucleinséduren
handelte es sich um ein Enzym gekoppeltes Immun-Adsorptions-Verfahren. Die Detektion ist
ein mehrstufiger ProzeB. Zuerst wurde die Membran einem Konjugat aus Anti-DIG-
Antikorper und dem Enzym alkalische Phosphatase exponiert, welches spezifisch an die DIG-
markierten Sonden bindet. IM nichsten Schritt wurde der alkalischen Phosphatase als
Substrat ein Chemilumineszensreagenz angeboten (CDP-Star). Durch die einsetzende
Dephosphorylierung kommt es zur Bildung von metastabilen Dioxethan Phenolat Anionen.
Diese zerfallen unter einer Lichtimmision der Wellenldinge 466 nm. Die iiber einen
Luminometer (Lumi-Imager) erfaflten Lichtintensititen, konnen somit als indirekter
Mengenmalstab fiir die vorliegende mRNA angesehen werden. Die MeBBwerte der einzelnen
Banden sowie des Hintergrundes werden digitalisiert und zueinander in relativen Bezug

gestellt.

V.6.5. Detektion des Nothern Blot

Die Membran wurde fiir 5 min mit 100 ml DIG-Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend
wurde die Membran fiir 1 h in Blockierungspuffer inkubiert. Nach 30 min Inkubation mit der
Antikorperlosung wurde die Membran zweimal mit DIG-Waschpuffer gewaschen und mit
100 ml Substratpuffer iiber 5 min equilibriert. Danach wurde die Membran mit 7 ml CDP-
Star-Losung versetzt und fiir 5 min im Dunkeln inkubiert. Danach wurde die Membran in
transparente Folie eingeschweifit und in die MeBkammer des Lumi-Imagers plaziert. Die
Expositionszeit lag bei ca. 10 min. Mit Hilfe der Software wurden die erhaltenen Signale

quantitativ ausgewertet.

Die im folgenden Abschnitt dargestellten Ergebnisse wurden, bis auf die im Text erwédhnten
Sonderfille, mindestens dreimal reproduziert. Bei den Abbildungen handelt es sich um
repriasentative Ergebnisse oder Ergebnisausschnitte. Die Werte der graphischen Darstellungen
iiber quantitative Verdnderungen in den Western Blots wurden optisch mittels eines Lumi-
Imagers ermittelt. Als Kontrolle bezeichnete Proben stellen die Ausgangswerte der Inkubation

(t=0) dar.
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VI. Ergebnisse

VI.1. In vitro-Untersuchungen an Keratinozyten gesunder Spender zu verschiedenen

EinfluBBer6Ben der Proteinphosphorylierung

Fiir die folgenden Versuche wurden Keratinozyten gesunder weiblicher und ménnlicher
Spender zwischen 19 und 56 Jahren kultiviert. Fiir jeden Versuch wurde die erste Passage der
kultivierten Zellen verwendet. Die Experimente am gesunden Probandenkollektiv dienten der
Klédrung allgemeiner EinfluBgroen und Randbedingungen der Zellkultur auf die Aktivitét der
untersuchten Phosphorylierungsarten von Proteinen (Phosphoserin, Phosphothreonin oder
Phosphotyrosin). Einige dieser vorgenommenen Verdnderungen werden auch in Verbindung

mit der Hautkrankheit des atopischen Ekzems diskutiert.

VI.1.1. Calcium-Konzentrationsreihe

In Abbildung 11 ist ein Western Blot von Keratinozyten gesunder Spender, welche mit einer
Calciumchloridlosung inkubiert wurden, dargestellt. Probe 2 dieses Blots zeigt im Vergleich
zur Kontrolle (Probe 1) einen Anstieg der Phosphorylierung. Die Proben 3 — 5 sind der
Kontrolle sehr dhnlich, jedoch weisen sie im Bereich von 66 kDa eine verstarkte Doppelbande
auf, welche in der Kontrolle nur sehr schwach ausgeprégt ist. AuBBerdem ist das Auftreten
einer neuen Bande im Bereich von 50-55 kDa bei Probe 2 deutlich zu sehen, welche in den

weiteren Proben wieder schwicher vertreten ist.
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1. Antikorper: Anti-Phosphoserin und —threonin

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Marker
Kontrolle 110 uM CaCl, | 150 uM CaCl, | 200 uM CaCl, |350 uM CaCl, | BroadRange-BioRad
Abbildung 11: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten

1. Passage, welche mit Calciumchloridlésungen der Konzentrationen 110 uM, 150 uM, 200 uM und 350 uM fiir
20 min inkubiert wurden. In der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des eingesetzten
1. Antikorpers dieses Versuchs. Der Nachweis von Phosphoserin und —threonin erfolgte mit einem monoclonalen
anti-Phosphoserin und —threonin Antikérper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren Antikorper
(1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

In Abbildung 12 ist ein weiterer Western Blot dargestellt, fiir welchen die gleichen
zytoplasmatischen Extrakte zur Verfiigung standen, wie in dem Western Blot in Abbildung
11. Dieser Western Blot wurde jedoch mit einem Anti-Phosphotyrosin Antikdrper detektiert.
Gegentiber der Kontrolle weisen alle Proben eine leichte Phosphorylierungszunahme der
Phosphotyrosin-positiven Proteine auf. Bei Probe 4 nimmt, durch Inkubation mit 200 uM
Calciumchloridlosung die Phosphorylierung einer Proteinbande im Bereich von 60-70 kDa

stark ab.
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1. Antikorper: Anti-Phosphotyrosin

Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5
BroadRang-BioRad | Kontrolle 110 uM CaCl, |150 uM CaCl, |200 uM CaCl, |350 uM CaCl,

Abbildung 12:  Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten
1. Passage, welche mit Calciumchloridlésungen der Konzentrationen 110 uM, 150 uM, 200 uM und 350 uM fiir
20 min inkubiert wurden. In der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des eingesetzten
1. Antikérpers dieses Versuchs. Der Nachweis von Phosphotyrosin erfolgte mit einem monoclonalen anti-
Phosphotyrosin Antikérper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren Antikérper (1:500). Detektiert
wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

VI.1.2. Magnesium-Konzentrationsreihe

Viele Enzyme wie auch die Sphingomyelinase bendtigen Magnesiumionen, um aktiv zu sein.
Dariiber hinaus bindet ATP, das Substrat von Kinasen, Magnesiumionen in einer 1:1
Stochiometrie. Auch hier wurden nur primér geziichtete Keratinozyten verschiedener Spender
eingesetzt und deren Zell-Lysate nach der Inkubation mit Magnesiumchlorid gewonnen.
Magnesiumionen stimulieren die Phosphorylierung von Serin- und Threonin-positiven
Proteinen. Besonders deutlich tritt dieser Effekt bei den Proteinbanden von 90 kDa und von

40 kDa auf, dieser Effekt kann aber auch bei sehr kleinen Proteinen beobachtet werden.
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1. Antikorper: Anti-Phosphoserin und -threonin

Marker Probe A Probe B Probe C Probe D Probe E

BroadRang-BioRad | Kontrolle 210 uM MgCl, | 250 uM MgCl, | 300 uM MgCl, | 450 uM MgCl,

Abbildung 13: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten
1. Passage, welche mit Magnesiumchloridlosungen der Konzentrationen 210 uM, 250 uM, 300 uM und 450 uM
fiir 20 min inkubiert wurden. In der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des
eingesetzten 1. Antikorpers dieses Versuchs. Der Nachweis von Phosphoserin und —threonin erfolgte mit einem
monoclonalen anti-Phosphoserin und —threonin Antikérper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren

Antikérper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Im Gegensatz zu den Phosphoserin- und Phosphothreonin-positiven Proteinen zeigt sich bei
den Phosphotyrosin-positiven Proteinen keine allgemeine Steigerung der Phosphorylierung
gegeniiber der Kontrolle. Probe 2 zeigt hier sogar eine leichte Abnahme, wohingegen Probe 3
eine leichte Steigerung der Proteinbandenintensitit aufweist. Probe 4 gleicht im
Bandenmuster der Kontrollprobe. Probe 5 hat insgesamt, wie auch Probe 2, eine schwichere
Auspriagung der Proteinbanden. In den Proben 3-5 zeigen sich Ansdtze einer neuen

Proteinbande im Groflenbereich von 60-70 kDa.
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1. Antikrper: Anti-Phosphotyrosin
Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5
Kaleidoscope Kontrolle 210 uM MgCl, | 250 uM MgCl, | 300 uM MgCl, |450 uM MgCl,

Abbildung 14: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten
1. Passage, welche mit Magnesiumchloridlosungen der Konzentrationen 210 uM, 250 uM, 300 uM und 450 uM
fiir 20 min inkubiert wurden. In der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des
eingesetzten 1. Antikorpers dieses Versuchs. Der Nachweis von Phosphotyrosin erfolgte mit einem monoclonalen
anti-Phosphotyrosin Antikérper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikorper (1:500).

Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

VI1.3. Inkubation von Keratinozyten mit TNF-«&

Fiir NEAE wird eine konstitutive Uberexpression von TNF-o beschrieben. Dariiber hinaus ist
bekannt, dal} dieses Zytokin den Sphingomyelin-Zyklus aktiviert. Daher wurde eine in vitro-
Stimulation von Keratinozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen an TNF-o
vorgenommen. Gegeniiber der Kontrolle lassen sich nur sehr schwache und unsystematische
Unterschiede feststellen. Die Proben E und F weisen eine leichte Abnahme von zwei

Proteinen im Bereich von 60-500 kDa auf. Ansonsten sind die Bandenmuster identisch.
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1. Antikérper: Anti-Phosphoserin und -threonin
Marker Probe A4 Probe B Probe C Probe D Probe E Probe F
Kaleidoscope | Kontrolle 0,25 ng 0.25 ng 0.5 ng 0.5 ng 0.5 ng
120 min 180 min 60 min 120 min 180 min
Abbildung 15: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten

1. Passage, welche mit verschiedenen Konzentrationen von TNF-« fiir 60-180 min inkubiert wurden. In der

Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des eingesetzten 1. Antikorpers dieses Versuchs.

Der Nachweis von Phosphoserin und —threonin erfolgte mit einem monoclonalen anti-Phosphoserin und —

threonin Antikérper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikérper (1:500). Detektiert wurde

mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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1. Antikérper: Anti-Phosphotyrosin

Marker Probe A Probe B Probe C Probe D Probe E Probe F
Kaleidoscope | Kontrolle 0,25 ng 0,25 ng 0,5 ng 0,5 ng 0,5ng
120 min 180 min 60 min 120 min 180 min

Abbildung 16:

Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten

1. Passage, welche mit verschiedenen Konzentrationen von TNF-« fiir 60 — 180 min inkubiert wurden. In der

Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des eingesetzten 1. Antikérpers dieses Versuchs.

Der Nachweis von Phosphotyrosin erfolgte mit einem monoclonalen anti-Phosphotyrosin Antikérper (1:1000)

und einem POD gekoppelten sekunddren Antikérper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem

Rontgenfilm.

Die wenigen geringen Unterschiede dieser Versuchsreihe sind nicht systematisch und

versuchstechnischen Schwankungen zuzuschreiben.
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VI.1.4. Inkubation von Keratinozyten mit Acyl-L-Carnitin

Acyl-L-Carnitin ist multifunktionell und wird u.a. eingesetzt, um Lipidsysteme von Zellen zu
stabilisieren, und dient der Verbesserung der mitochondrialen Funktionen in gealterten Zellen.
Es ist dariiber hinaus auch ein Inhibitor der neutralen Sphingomyelinase. Hier féllt besonders
auf, das bei Probe 8 eine vollig neue Bande zum Vorschein kommt, deren Grofle um die
90 kDa liegt. Auch ist eine generelle Zunahme des Phosphorylierungsstatus der Proben 8 und
9 zu beobachten. Besonders betroffen sind die Banden um 120 kDa und 116 kDa.
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1. Antikérper: Anti-Phosphoserin und -threonin

Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 | Probe7 | Probe8 Probe 9
Broad Kontrolle | 150 uM | 150 uM | 150 uM | 150 uM | 150uM | 150 uM | 300 uM | 300 uM

Range
BioRad 5 min 20 min 60 min 120 min 180 min 210 min 60 min 180 min

Abbildung 17: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten
1. Passage, welche mit verschiedenen Konzentrationen von Acyl-L-Carnitin fiir 5—-210 min inkubiert wurden. In
der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des eingesetzten 1. Antikérpers dieses
Versuchs. Der Nachweis von Phosphoserin und —threonin erfolgte mit einem monoclonalen anti-Phosphoserin
und —threonin Antikorper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikorper (1:500). Detektiert
wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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1. Antikérper: Anti-Phosphotyrosin
Marker Probe 1 Probe2 | Probe3 | Probe4 | Probe5 |Probe6 |Probe7 |Probe8 |Probe?9
Broad Kontrolle | 150 uM | 150 uM | 150 uM | 150 uM | 150 uM | 150 uM | 300 uM | 300 uM
Range
BioRad 5 min 20 min 60 min 120 min 180 min | 210 min 60 min 180 min
Abbildung 18: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten

1. Passage, welche mit verschiedenen Konzentrationen von Acyl-L-Carnitin fiir 5-210 min inkubiert wurden. In
der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des eingesetzten 1. Antikérpers dieses
Versuchs. Der Nachweis von Phosphotyrosin erfolgte mit einem monoclonalen anti-Phosphotyrosin Antikorper
(1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren

auf einem Rontgenfilm.

Auch hier zeigt sich bei Probe 8 eine Zunahme verschiedener Phosphotyrosin-positiver
Proteine. Bei den Proben 6, 7 und 8 zeigt sich eine sehr schwache Zunahme an

Phosphorylierung einer neuen Bande mit einer Proteingréf3e um 50 kDa.
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VI.1.5. N-Acetyl-D-Sphingosin

Um den direkten Einflul von exogen applizierten Ceramiden auf die Phosphorylierung von
Proteinen in Keratinozyten zu ermitteln, wurde in dieser Versuchsreihe ein membranstindiger
kurzkettiger Vertreter, das N-Acetyl-D-Sphingosin, eingesetzt. Gegeniiber der Kontrolle zeigt
sich kein nennenswerter Unterschied. Bei den Proben 3-6 zeigt sich bei der Bande um 50 kDa
eine geringere Markierung mit anti-Phosphoserin und -threonin. Probe 6 weist allgemein eine
schwidchere Markierung von Proteinen auf, vor allem die Proteinbande um 66 kDa ist davon

betroffen.
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1. Antikérper: Anti-Phosphoserin und -threonin

Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6
Broad  Range | Kontrolle C2 C2+MgCl, C2 C2 C2+MgCl,
BioRad

5 min 5 min 20 min 60 min 60 min

Abbildung 19: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten
1. Passage, welche mit verschiedenen Konzentrationen von N-Acetyl-D-Sphingosin fiir 5—60 min inkubiert
wurden. In der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Proben und des eingesetzten 1. Antikorpers
dieses Versuchs. Der Nachweis von Phosphoserin und —threonin erfolgte mit einem monoclonalen anti-
Phosphoserin und —threonin Antikérper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikérper (1:500).
Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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1. Antikorper: Anti-Phosphotyrosin
Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6
Broad Range Kontrolle c2 C2+MgCl, c2 c2 C2+MgCl,
BioRad
5 min 5 min 20 min 60 min 60 min
Abbildung 20: Western Blot von 10 ug Protein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler Keratinozyten

1. Passage, welche mit verschiedenen Konzentrationen von N-Acetyl-D-Sphingosin fiir 5—-60 min inkubiert
wurden. In der Tabelle befinden sich die Daten der verschiedenen Zellproben und des eingesetzten
1. Antikorpers dieses Versuchs. Der Nachweis von Phosphotyrosin erfolgte mit einem monoclonalen anti-
Phosphotyrosin Antikorper (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren Antikorper (1:500). Detektiert

wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Réntgenfilm.

Bei diesem Western Blot 148t sich auf die Bande um 200 kDa der Kontrolle hinweisen. Diese
ist bei allen weiteren Proben nicht mehr vorhanden. Eine Proteinbande um 100 kDa ist in der
Kontrolle starker ausgeprégt als bei den restlichen Proben, in denen dieses Protein nur sehr
schwach exprimiert ist. Ab der Probe 4 scheint sich die Bande wieder neu hervorzuheben.
Auch im Bereich von 66 kDa ist ein Phosphotyrosin-positives Protein der Kontrolle stirker

vorhanden als in allen anderen Proben.
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VI1.2. Ermittlung des Anteils einzelner Lipde vom Gesamtlipidgehalt in vitro-gewonnener

Keratinozyten

Konfluente Keratinozyten, die in unterschiedlicher Weise stimuliert und auf die Aktivitit von
Erk1/2 sowie JNK untersucht wurden, zeigten die folgenden Verdnderungen in ihrer
Lipidzusammensetzung. Dabei wurde ein besonderer Schwerpunkt auf die Sphingolipide
gesetzt, da diese im Zusammenhang mit der Beeinflussung der Differenzierung und

Proliferation von Keratinozyten diskutiert werden.

VL2.1. Ceramidanteil vom Gesamtlipidgehalt in vitro-gewonnener Keratinozyten

unterschiedlicher Inkubationsansdtze

Zwischen der Kontrolle in Abbildung 21 (1. Sdule im Diagramm) und der Inkubation der
Keratinozyten mit 1,1 mM Calciumchloridlésung (2. Sdule im Diagramm) besteht kaum ein
Unterschied in dem prozentualen Anteil des Ceramid. Durch die Zugabe von 25 mU
Sphingomyelinase (3. und 4. Sdule im Diagramm) steigt bereits nach 6 h der Ceramidanteil
um tUber 500% an. Bei der Verwendung einer Kombination aus Smase und Calciumchlorid
bleibt dieser drastische Anstieg erhalten. Bei Verwendung der Sphingomyelinase allein liegt
der Ceramidgehalt der Zelle nach 12 h unterhalb des Wertes, welcher nach 6 h ermittelt
wurde. Nach 24 h und 48 h Inkubation mit Sphingomyelinase mit und ohne Calciumchlorid
zeigen die Keratinozyten immer noch einen doppelten Ceramidanteil im Vergleich zur
Kontrolle. Nach vier bis zehn Tagen Dauerinkubation unterscheidet sich der Anteil an
Ceramid in den Proben mit Sphingomyelinase, Sphingomyelinase + Calciumchlorid und
Calciumchlorid nicht mehr. Dabei steigt die Ceramidmenge in der Calciumchloridinduzierten

Probe nach 4 Tagen an und gleicht sich dem Ceramidanteil der anderen Proben an.
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Abbildung 21:  Anteil an Ceramid des Gesamtlipidgehalts kultivierter Keratinozyten 1. Passage, welche mit
1,1 mM Calciumchloridlosung, 25mU Sphingomyelinase und einer Kombination aus Calciumchlorid und
Sphingomyelinase iiber 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 4 d und 10 d inkubiert wurden. Die unbehandelte Kontrolle konnte
lediglich bis zu 48 h mit untersucht werden, da bei einem ldngeren Zeitraum die Zellen nicht mehr adhdrent und
die Ergebnisse nicht auswertbar waren. Die Tabelle zeigt die unterschiedliche Probenbezeichnung zu jeder
Inkubationsgruppe. Die Lipidzusammensetzung der Zellen wurde diinnschichtchromatographisch ermittelt und

ausgewertet.
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VI.2.2. Sphingomylinanteil vom Gesamtlipidgehalt in vitro-gewonnener Keratinozyten

unterschiedlicher Inkubationsansdtze

In Abbildung 22 wird der Sphingomyelinanteil kultivierter Keratinozyten dargestellt. Es zeigt
sich ein umgekehrter Verlauf wie zuvor bei der Ermittlung des Ceramidanteils. Die Kontrolle
(Probe la-d) und die Probe mit reiner CaCl,-Inkubation (Probe 2a-f) bleiben im Verlauf der
10 d auf gleich hohem Niveau. Lediglich nach den ersten 6 h zeigt sich ein groflerer Anstieg
bei der Probe mit reiner CaCl,-Inkubation (Probe 2a). Die Inkubation mit Sphingomyelinase
(mit und ohne CaCl,) hingegen weist ein Absinken des Sphingomyelinanteils auf 20 — 30%
des Ausgangswertes auf. Die weitere Inkubation mit Smase und oder CaCl, hat ein weiteres

Absinken der Sphingomyelinmenge in den Zellen zur Folge.
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Abbildung 22:  Anteil an Sphingomyelin des Gesamtlipidgehalts kultivierter Keratinozyten 1. Passage, welche
mit 1,1 mM Calciumchloridlosung, 25mU Sphingomyelinase und einer Kombination aus Calciumchlorid und
Sphingomyelinase iiber 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 4 d und 10 d inkubiert wurden. Die unbehandelte Kontrolle konnte
lediglich bis zu 48 h mit untersucht werden, da bei einem ldngeren Zeitraum die Zellen nicht mehr adhdrent und
die Ergebnisse nicht auswertbar waren. Die Tabelle zeigt die unterschiedliche Probenbezeichnung zu jeder
Inkubationsgruppe. Die Lipidzusammensetzung der Zellen wurde diinnschichtchromatographisch ermittelt und

ausgewertet.
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VI1.2.3. Glucocerebrosidanteil vom Gesamtlipidgehalt in vitro-gewonnener Keratinozyten

unterschiedlicher Inkubationsansdtze

Zu Beginn der Inkubation weisen alle Zellen anndhernd den gleichen Anteil an
Glucosylceramid auf. Erst nach 24 h und 48 h steigt der Glucocerebrosidanteil der Proben,
welche mit Sphingomyelinase inkubiert wurden, um fast 250% an, wohingegen die Kontrolle
und die Probe 2 auf dem gleichen Niveau bleiben. Nach 4 Tagen gibt es einen kleinen
Einbruch bei den Proben 3d und 4d. Allerdings nach 10 Tagen steigt der Anteil an
Glucocerebrosid dann insgesamt auf 300% bei der Probe 3f mit reiner Sphingomyelinase

Inkubation. Auf 500% steigt Probe 4f bei der Kombinationsinkubation von Calciumchlorid

und Sphingomyelinase.
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Abbildung 23: Anteil an Glucocerebrosid des Gesamtlipidgehalts kultivierter Keratinozyten 1. Passage,
welche mit 1,1 mM Calciumchloridlosung, 25mU Sphingomyelinase und einer Kombination aus Calciumchlorid
und Sphingomyelinase iiber 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 4 d und 10 d inkubiert wurden. Die unbehandelte Kontrolle
konnte lediglich bis zu 48 h mit untersucht werden, da bei einem lingeren Zeitraum die Zellen nicht mehr
adhdrent und die Ergebnisse nicht auswertbar waren. Die Tabelle zeigt die unterschiedliche Probenbezeichnung

zu jeder Inkubationsgruppe. Die Lipidzusammensetzung der Zellen wurde diinnschichtchromatographisch

ermittelt und ausgewertet
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VI1.2.4. Phosphatidylserinanteil vom Gesamtlipidgehalt in vitro-gewonnener Keratinozyten

unterschiedlicher Inkubationsansdtze

Der Anteil an Phosphatidylserin bleibt bei allen Proben nahezu konstant. Lediglich nach 6 h
zeigen die Kontrolle und Probe 2a eine kleine Erhohung gegeniiber den restlichen Proben.

Nach 48h sinken alle 4 Proben leicht ab, steigen jedoch nach 10d wieder an.
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Abbildung 24:  Anteil an Phosphatidylserin des Gesamtlipidgehalts kultivierter Keratinozyten 1. Passage,
welche mit 1,1 mM Calciumchloridlosung, 25mU Sphingomyelinase und einer Kombination aus Calciumchlorid
und Sphingomyelinase iiber 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 4 d und 10 d inkubiert wurden. Die unbehandelte Kontrolle
konnte lediglich bis zu 48 h mit untersucht werden, da bei einem lingeren Zeitraum die Zellen nicht mehr
adhdrent und die Ergebnisse nicht auswertbar waren. Die Tabelle zeigt die unterschiedliche Probenbezeichnung
zu jeder Inkubationsgruppe. Die Lipidzusammensetzung der Zellen wurde diinnschichtchromatographisch

ermittelt und ausgewertet.
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VI1.2.5. Phosphatidylcholinanteil vom Gesamtlipidgehalt in vitro-gewonnener Keratinozyten

unterschiedlicher Inkubationsansdtze

Auch hier zeigt sich kein groBer Unterschied zwischen den Proben in Abbildung 25.
Lediglich Probe 2a weist auf eine geringere Konzentration an Phosphatidylcholin nach 6
Stunden Inkubation mit Calciumchlorid auf. Der PC-Anteil der Probe bleibt wihrend der

weiteren Inkubation konstant bei ca. 50% der Gesamtlipide.

OK
80 =
OCa
B Smase
70 —
B Ca + Smase
6 T ] | [
T 50
2
E
@ 40
o
c
©
s 30 1
20 H
10 H
0 A 1/ ‘
6h 12h 24h 48h 4. day 10. day
g | 9| v w| 0| w| 0| | @ P || ] ] ] | | | |
= = = = —~ — =3 =] = (=} (=} = =y — — — = (=} (=} = - =
o Q Q o Q Q Q o o o [©] o Q Q Q Q (] [©] [©] o Q o
| e|lo| |||l
o o o o o (¢} o o (¢} o o o (¢} (¢} o o o o o o o o
—_ [\°] (98] N —_ [N} [9%] N —_ (W} W IS —_ [\ 98] N [N} W £ 3] (O8] AN
) S ) o oc| | | | o S & ) al|l alal|l al o o o e N B
Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation
6 h 12h 24 h 48 h 4d 10d

Abbildung 25:  Anteil an Phosphatidylcholin des Gesamtlipidgehalts kultivierter Keratinozyten 1. Passage,
welche mit 1,1 mM Calciumchloridlosung, 25mU Sphingomyelinase und einer Kombination aus Calciumchlorid
und Sphingomyelinase iiber 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 4 d und 10 d inkubiert wurden. Die unbehandelte Kontrolle
konnte lediglich bis zu 48 h mit untersucht werden, da bei einem lingeren Zeitraum die Zellen nicht mehr
adhdrent und die Ergebnisse nicht auswertbar waren. Die Tabelle zeigt die unterschiedliche Probenbezeichnung

zu jeder Inkubationsgruppe. Die Lipidzusammensetzung der Zellen wurde diinnschichtchromatographisch

ermittelt und ausgewertet.
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Zusammenfassend zeigt die Kinetik der Anderung des Sphingolipidgehalt, welche iiber einen
Zeitraum von 96 Stunden aufgenommen wurde, einen schnellen und starken Anstieg von
Ceramid. Dieser Anstieg geht einher mit dem Absinken des zelluldren
Sphingomyelingehaltes. Sphingomyelin sinkt in den ersten 6 h ab und bleibt danach konstant,
bei einem dulerst geringen Gesamtanteil. Dem starken Anstieg der Ceramide folgt nach 12 h
ein langsamer Abfall bis nach 96 h fast das Ausgangsniveau erreicht ist. Im Vergleich dazu
steigen die Cerebroside langsam nach 12 h und 24 h auf iiber 300% an und verweilen dann

auf dieser Konzentration bis zum Ende der untersuchten Kinetik.
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Abbildung 26: Kinetik der Anteile an Ceramid; Cerebrosid und Sphingomyelin von in vitro gewonnen

Keratinozyten nach Zugabe von Sphingomyelinase iiber einen Zeitraum von 96 h.
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VI1.3. Differenzierung von primiren Keratinozyten

VI1.3.1. Uberpriifung der Differenzierung anhand des Differenzierungsmarkers Involukrin.

Wie in der Einleitung erwihnt ist die Differenzierung essentiell fiir die Entwicklung und das
Entstehen der Barrierefunktion der Haut. Differenzierung kann z.B. durch Calciumionen
(Ca®") gefordert werden. In den folgenden Versuchen wurde im Keratinozytenmedium KSFM
eine 1,1 mM Calciumchloridlosung angesetzt. Die Keratinozyten wurden fiir 6 h, 12 h, 24 h,

48 h, 4 d und 10 d mit dieser Losung inkubiert.

Folgende Western Blots sind das Ergebnis eines Calciumchlorid-Shiftes iiber diese
verschiedenen Zeitpunkte. Als Differenzierungsnachweis wurde der Antikdrper anti-
Involukrin ausgewihlt, da eine zunehmende Differenzierung der Zellen mit einer erhéhten

Expression des Proteins einhergeht (Einleitung 11.2).

-250 kDa

-160 kDa
-105 kDa
1. Antikérper: Anti-Involukrin
\Probe 1 \Probe 2 \Probe 3 \Probe 4 \Probe 5 \Probe 6 Marker
Kontrolle |1d 1,1 mM CaCl2 2d 1,1 mM CaCl2 4d 1,1 mM CaCl2 |(7d 1,1 mM CaCi2 |10d 1,1 mM CaCl2|Rainbow

Abbildung 27: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 1d, 2d, 4d, 7 d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion
erfolgte mittels eines monoclonalen anti-Involukrin Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten
sekunddren Antikérper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Réntgenfilm.

Eine stirkere Expressionsbande ist nach 2-4 Tagen Inkubation mit Ca®" erstmals in Abbildung
27 zu erkennen. Extrem intensiv verstarkt sich die Bande nach 7 bzw. 10 Tagen. Hier sind die
Zellen im Endstadium der Differenzierung. Anhand dieses Calciumchlorid-Shiftes ist somit

eine Differenzierung festzustellen. Dieses System dient den nach folgenden Experimenten als
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Ausgangsvoraussetzung fiir die Uberpriifung der Signaltransduktionswege im Hinblick auf

die Differenzierung.

In einem weiteren Versuch wurde zusdtzlich ein Extrakt des griinen Tees (GTE)

hinzugegeben, um dessen Wirkung auf die Differenzierung zu bewerten (Abbildung 28).
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1. Antikérper: Anti-Involukrin Antikorper
Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6
Rainbow | Kontrolle | 4 p, 2h 24 h 24 h 48 h
1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl,
+ Green Tea
Abbildung 28: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM

Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 6, 12, 24 und 48 h. Zusdtzlich wurde bei Probe 5 zu der
Calciumchlorid-Inkubation, Green Tea (50ug/ml) hinzugeben (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte
mittels eines monoclonalen anti-Involukrin Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren

Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Réntgenfilm.

Die erhohte Expression von Involukrin ist hier ab 48 h zu registrieren. Durch die Zugabe
eines Green Tea-Extraktes (50pug/ml) kann die Involukrin Expression nach 24 Stunden leicht

vermindert werden.

In einer weiteren Untersuchung wurde als weiteres Reagenz Sphingomyelinase den

Keratinozyten zugegeben, um ebenfalls dessen Wirkung auf die Differenzierung zu
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untersuchen (Abbildung 29). Die Zugabe von Sphingomyelinase beeinflufit die

Ceramidfreisetzung aus Sphingomyelin in der Plasmamembran.
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1. Antikorper: Anti-InvolukrinAntikérper

Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 | Probe 6 Probe 7 Probe 8

Rainbow | Kontrolle | 4 p, 4d 4d 4d 10 d 10 d 10 d

1,1 mM 1,1 mM 1,1 mM CaCl, + | 25 mU 1,1 mM | 1,1 mM CaCl, + 25 mU

CaCl, CaCl, 25 mU Smase Smase CaCl, 25 mU Smase Smase

Abbildung 29: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 6 h, 4d und 10d. Desweiteren Inkubationen mit 25 mU
Sphingomyelinase iiber 4 d und 10d. Zusdtzlich wurde noch eine Inkubation von 1,1 mM Ca’" + 25 mU
Sphingomyelinase tiber 4 d und 10 d vorgenommen (siche Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
monoclonalen anti-Involukrin Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren Antikérper
(1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Hervorzuheben ist hier ebenfalls eine erhohte Expression an Involukrin durch die zugesetzte
Sphingomyelinase nach 4 und 10 Tagen. Eine 10-tigige Aktivierung mit beiden Stimuli
(Sphingomyelinase und Calciumchlorid) bedingt eine additive Stimulation der Involukrin

Expression.
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VI.3.1.1 Quantitative Ermittlung der Involukrin-mRNA

Folgender Nothern Blot bestitigt die Ergebnisse der Abbildung 27, Abbildung 28 und
Abbildung 29. Alle Ergebnisse beziehen sich auf den GAP-DH-Anteil in den Zellen
(Housekeeping Gene). Weiterhin ist deutlich zu erkennen, daf3 bei der Kontrolle nach 48 h die

Bildung der m-RNA von Involukrin nur ansatzweise zu sehen ist.
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Abbildung 30: Nothern Blot von 5ug Gesamt-RNA von dermalen Keratinozyten erster Passage. Die Proben
resultieren aus einer Inkubation mit 1,1 mM Calciumchloridlésung und 25 mU Sphingomyelinase iiber 48 h. Die
obere Bandenreihe zeigt als Kontrollwert die m-RNA Expression von GAP-DH. In der unteren Reihe wurde der

quantitative Anteil der Involukrin m-RNA ermittelt.

Abbildung 30 zeigt, daB durch die Zugabe von Ca** und Sphingomyelinase die m-RNA von

Involukrin verstéarkt gebildet wird. Dies ist in jeder der beiden Proben deutlich zu sehen.
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VI13.2. Einfluf des Differenzierungsgrades auf die Expression von NFk-B

NFx-B ist ein Transkriptionsfaktor, der im Zusammenhang mit der stressinduzierten
Signaltransduktion {iber Serin/Threonin Kinasen aktiviert wird. Anlehnend an den Versuch in
Abbildung 27 wurde hier nach der erfolgreichen Differenzierung mit 1,1 mM
Calciumchloridlésung iiber einen Zeitraum von 1d, 2d, 4 d, 7 d und 10 d die Expression von

NFx-b untersucht.

1. Antikorper: Anti-NF i=b

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Marker
Kontrolle | 1 411 mMCaCl, |2 d 1,1 mMCaCl, | 4 d 1,1 mMCaCl, |7 d 1,1 mMCaCl, | 10 d Broad
Range

1,1 mMCaCl,

Abbildung 31: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben vresultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 1d, 2d, 4d, 7d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion
erfolgte mittels eines monoclonalen anti-NF-x-B Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren
Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Trotz  fortschreitender  Differenzierung der Keratinozyten zeigen sich kaum
Expressionsverdnderungen von NFx-B. Lediglich in Probe 4 (Calciumchlorid-Inkubation iiber
4 d) deutet sich ein leichter Riickgang der NFx-B Expression an. Diese Abnahme an Protein

wird jedoch nach 7d und 10d wieder zum Ausgangswert ausgeglichen trotz erhohter

Differenzierung.
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VI.3.3. Beziehung zwischen Differenzierungsgrad und der Aktivitit von MAPK

Zur Uberpriifung der aktivierten Form der MAP-Kinase (pMAPK: pErkl, pErk2) wurde
ebenfalls ein Western Blot erstellt. Hier wurden zunéchst die Zellen iiber 4, 7 und 10 Tage mit
1,1 mM Calciumchloridlésung inkubiert. Der Involukringehalt wurde bestimmt und zeigte
wie auch in Abbildung 27 ab dem 4. Tag eine zunehmende Expression bis hin zum 10. Tag.

Zunichst wurde der Gehalt an exprimiertem Erk1 und Erk2 iiberpriift.
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1. Antikérper: Anti-Ervkl und anti-Erk2
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Marker
Kontrolle 1,1 mM CaCl,4 d 1,1 mM CaCl,7 d 1,1 mM CaCl,10d | Kaleidoscope

Abbildung 32: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 4 d, 7 d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte
mittels eines polyclonalen anti-Evkl und -Erk2 Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren
Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Im Gegensatz zur Aktivitit (Abbildung 33) dndert sich die Expression von Erk1 und Erk2 nicht

mit dem Grad der Differenzierung.
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1. Antikérper: Anti- activated-Erkl und anti-activated-Erk2
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Marker
Kontrolle 1,1 mM CaCl,4 d 1,1 mM CaCl,7 d 1,1 mM CaCl,10d | Kaleidoscope

Abbildung 33: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben vresultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung tiber einen Zeitraum von 4 d; 7 d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte
mittels eines monoclonalen anti-activated-Erkl und -Erk2 Antikorpers (1:500) und einem POD gekoppelten
sekunddren Antikérper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Bei dem Western Blot in Abbildung 33 wird deutlich, daB3 der Differenzierungsgrad starke
Auswirkungen auf die Aktivitit der Erkl (42 kDa) und Erk2 (44 kDa) Kinase hat. Wobei in
der Kontrolle noch die Banden fiir die aktivierte Form von Erkl und Erk2 gut sichtbar sind,
beginnt am 4 Tag der Differenzierung durch 1,1 mM Calciumchloridlésung die Aktivitdt von
Erk2 nachzulassen. Am siebten Tag ist die Aktivitit von Erk2 fast vollstindig aufgehoben
und auch Erkl zeigt eine schwichere Aktivitdit. Am zehnten Tag ist die Aktivitit von Erk2

nicht mehr und von Erk1 nur noch in Spuren nachweisbar.

Die Ergebnisse aus Abbildung 32 und Abbildung 33 wurden zum Anlal genommen, die
Aktivitdit von Erkl wund Erk2 nach kiirzeren Inkubationszeiten mit erhohter
Calciumionenkonzentration im Medium zu iiberpriifen. Im folgenden wurden die Aktivititen
und die Expression der Enzyme von Erkl und Erk2 nach 1, 2, 4, 7 und 10 Tagen gemessen.
Es bestitigte sich, daB sich mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad die reine Expression

an Erk1 und Erk2 nicht veridndert (Abbildung 34).
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1. Antikérper: Anti-Evkl und anti-Erk2
Probe 1 | Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Marker
Kontrolle | 1 4 2d 4d 7d 10 d Kaleidoscope
1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl,
Abbildung 34: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben vresultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM

Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 1d, 2d, 4d, 7d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion
erfolgte mittels eines polyclonalen anti-Evkl und -Erk2 Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten
sekunddren Antikérper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Réntgenfilm.
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1. Antikorper: Anti- activated-Erkl und anti-activated-Erk2
Probe 1 | Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Marker
Kontrolle | 1 4 2d 4d 7d 10 d Kaleidoscope
1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl, 1,1 mM CaCl,
Abbildung 35: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM

Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 1d, 2d, 4d, 7d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion
erfolgte mittels eines monoclonalen anti-activated-Evkl und -Erk2 Antikérpers (1:1000) und einem POD
gekoppelten sekunddren Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Der in Abbildung 35 dargestellte Western Blot zeigt die aktivierten Formen von Erkl und
Erk2. Wie schon zuvor deutet sich auch hier an, dal} erst am vierten Tag der Differenzierung

es zu einer Abnahme der Aktivitit dieser Kinasen kommt. Bei Probe 6 in Abbildung 35, ist
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die Aktivitdt nach 10 d nicht mehr nachweisbar. Somit geht die Aktivitdt von Erkl und Erk2
mit zunehmender Differenzierung zuriick. Eine Abnahme der Aktivitit mit zunehmender

Differenzierung zeigt sich jedoch erst ab dem vierten Tag.

VI.3.4. Einfluf3 von Sphingomyelinase auf die Differenzierung und die Aktivitdt von Erkl und
Erk2

In dem folgenden Versuch wurde der EinfluB von Sphingomyelinase auf die Expression und
die Aktivitit der Kinasen Erkl und Erk2 iiberpriift. Mit dem anti-Erkl und anti-Erk2
Antikdrper konnten trotz erhohter Differenzierung keine Unterschiede bei der Expression der

beiden Kinasen gezeigt werden (Abbildung 36).
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1. Antikérper: Anti-Erkl und anti-Erk2

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Probe 7 Probe 8

Kontrolle | ¢ 6h 6h 6h 4d 4d 4d

1,1 mM CaCl, | 1,1 mM CaCl; | 1,1 mM CaCl, | 25 mU Smase | 1,1 mM CaCl, | 1,1 mM CaCl, | 25 mU Smase

25 mU Smase 25 mU Smase

Abbildung 36: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlésung tiber einen Zeitraum von 6 h und 4 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte mittels
eines polyclonalen anti-Erkl und -Erk2 Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren
Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Réntgenfilm.
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1. Antikérper: Anti- activated-Erkl und anti-activated-Erk2
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Probe 7 Probe 8
Kontrolle | 5 p 6h 6 h 6h 4d 4d 4d
1,1 mM 1,1 mM 1,1 mM 25 mU Smase | 1,1 mM 1,1 mM 25 mU Smase
CaCl, CaCl, CaCl, CaCl, CaCl,
25 mU Smase 25 mU Smase

Abbildung 37: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung und einer 25 mU Smase-Losung iiber einen Zeitraum von 6 h und 4 d (siehe Tabelle). Die
Bandendetektion erfolgte mittels eines monoclonalen anti-activated-Erkl und -Erk2 Antikorpers (1:1000) und
einem POD gekoppelten sekunddren Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem
Rontgenfilm.

Die Uberpriifung der Enzymaktivitdt in Abbildung 37 mit anti-activated-Erkl und anti-
activated-Erk2 zeigt eine Aktivierung nach 6 h Inkubation mit Calciumchlorid bzw.
Calciumchlorid und Sphingomyelinase. Sphingomyelinase allein bedingt zu diesem Zeitpunkt
keine Verdnderung gegeniiber der Kontrolle. Eine 4-tdgige Inkubation mit Calciumchlorid
oder Calciumchlorid und Sphingomyelinase bewirkt eine Verringerung der Aktivitét
gegeniiber dem 6 h Inkubationswert und gegeniiber der Kontrolle. Eine Dauerinkubation mit
Smase fiihrt jedoch zu einem Riickgang der Aktivitdt von Erkl und Erk2 gegeniiber der

Kontrolle.
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VI1.3.5. Verdoppelung der eingesetzten Calciumchloridkonzentration zur stdrkeren

Differenzierung der Keratinozyten

Auch eine doppelte Calciumchloridkonzentration bedingt nach 4 Tagen keine

Expressionsverdnderung von Erk1 und Erk2 (Abbildung 38).
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1. Antikérper: Anti-Ervkl und anti-Erk2
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Marker
Kontrolle 1,1 mM CaCl,4 d 2,1 mM CaCl,4 d Kaleidoscope

Abbildung 38: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung und 2,1 mM Calciumchloridlésung iiber einen Zeitraum von 4 d (siehe Tabelle). Die
Bandendetektion erfolgte mittels eines polyclonalen anti-Erkl und -Erk2 Antikorpers (1:1000) und einem POD
gekoppelten sekunddren Antikérper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Bei der aktivierten Form zeigt sich jedoch bei einer Erhdhung der

Calciumchloridkonzentration ein Riickgang der Aktivitit (Abbildung 39).
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1. Antikorper: Anti-activated-Erkl und anti-activated-Erk2
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Marker
Kontrolle 1,1 mM CaCl, 4 d 2,1 mM CaCly4 d Kaleidoscope

Abbildung 39: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlosung und 2,1 mM Calciumchloridlosung iiber einen Zeitraum von 4 d (siehe Tabelle). Die
Bandendetektion erfolgte mittels eines monoclonalen anti-activated-Erkl und -Erk2 Antikérpers (1:1000) und
einem POD gekoppelten sekunddren Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem
Rontgenfilm.

VI.3.6. Einfluf3 eines wasserloslichen katechinhaltigen Extraktes des Griinen Tees auf die

Aktivitdt von Erkl und Erk2 bei zunehmender Differenzierung
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1. Antikorper: Anti-Evkl und anti-Erk2
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Marker
Kontrolle 1,1 mM CaCl, 10 d 1,1 mM CaCl, + GT 10d GT10d Kaleidoscope

Abbildung 40: Western Blot von 10 ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die untersuchten Proben wurden mit 1,1 mM Calciumchloridlésung und GT iiber
10 d inkubiert (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte mittels eines polyclonalen anti-Erkl und -Erk2
Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels
ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.



76 Ergebnisse

Nach einer Inkubation von 10 d mit 1,1 mM Calciumchlorid verdndert sich die Expression
von Erkl und Erk2 in Abbildung 40 nicht. Bei der Kombination von Calciumchlorid und
Green Tea Extrakt im Keratinozytenmedium zeigt sich ein leichter Riickgang der Expression
an Erkl und Erk2. In Probe vier ist ein starker Expressionsriickgang an Erkl und Erk2 zu

erkennen, verursacht durch eine alleinige Inkubation mit Green Tea Extrakt.
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1. Antikorper Anti-activated-Erkl und anti-activated-Erk2
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Marker
Kontrolle 1,1 mM CaCl, 10d 1,1 mM CaCl, + GT 10d GT 10d Kaleidoscope

Abbildung 41:  Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die untersuchten Proben wurden mit 1,1 mM Calciumchloridlosung und GT
(50ug/ml) iiber 10 d inkubiert (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte mittels eines monoclonalen anti-
activated-Erkl und -Evk2 Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikérper (1:500).

Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Wiederum zeigt sich in Abbildung 42 die Calciumchlorid abhidngige Reduktion der Erk1/2-
Aktivitdt. Der Zusatz des Extraktes des griinen Tees bedingt jedoch in erster Linie eine

Abnahme der Erk-Expression.
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Abbildung 42:  quantifizierte Bandenintensitdt der Western Blots in Abbildung 40 und Abbildung 41.
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VI.3.7. Beziehung zwischen Differenzierungsgrad und der Aktivitit von SAPK/JNK

In dem folgenden Western Blot (Abbildung 43) wurde nach erfolgreicher Differenzierung
mittels Inkubation von 1,1 mM Calciumchloridlosung, ein weiteres Protein der
Signaltransduktions-Kaskade tberpriift. Es wurden alle SAPK/JNK-Proteine mittels eines
spezifischen Antikorpers detektiert.

25 kDa

1. Antikérper: Anti-SAPK/JNK

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Probe 7 Probe 8 Marker
Kontrolle | 6 h 4d 4d 4d 10d 10d 10d Rainbow
1,1 mM 1,1 mM 1,1 mM 25mU 1,1 mM 1,1 mM 25mU
CaCl, CaCl, CaCl, + Smase CaCl, CaCl, + Smase
25mU 25 mU
Smase Smase

Abbildung 43: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlésung tiber einen Zeitraum von 6 h, 4 d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte
mittels eines SAPK/JNK Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren Antikorper (1:500).

Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Auch bei dieser Kinase zeigt sich keine Verdnderung in der Expression gegeniiber dem
Differenzierungsgrad der Keratinozyten, ausgelost durch Calciumchlorid und/oder der

Sphingomyelinase.

Eine deutliche Erhohung der Phosphorylierung und damit der Aktivitit der INK/SAPK ist erst
nach 10tdgiger Inkubation mit 1,1 mM Calciumchlorid und/oder Sphingomyelinase
erkennbar. Dabei aktiviert Smase in Kombination mit Calciumchlorid das Enzym starker als

die bakterielle Sphingomyelinase allein und diese aktiviert SAPK/JINK jedoch noch stirker
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als Calciumchlorid allein. Diese Tendenz wird bereits nach einer 4tdgigen Inkubation

sichtbar.

1. Antikérper: Anti-activated-SAPK/JNK

Marker Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 | Probe 6 Probe 7 Probe 8
Rainbow | Kontrolle | 6 h 4d 4d 4d 10d 10d 10d

LimM |1LImM |1,ImMCaCl,+ |25mU |1LImM |1,1mMCaCl,+ |25mU
CaCl, CaCl, 25 mU Smase Smase CaCl, 25 mU Smase Smase

Abbildung 44: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten dermaler
Keratinozyten erster Passage. Die Proben resultieren aus einer Inkubation mit einer 1,1 mM
Calciumchloridlésung tiber einen Zeitraum von 6 h, 4 d und 10 d (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte
mittels eines Anti-activated-SAPK/JNK Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren
Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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Abbildung 45:  Quantifizierte Bandenintensitdt des Western Blots in Abbildung 44.
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Zusammenfassend 148t sich folgende Tabelle erstellen:
Erk1/2 pErk1/2 JNK pJNK Involukrin
kontinuierlich ab 10. Tag | kontinuierlich
Smase* K E E T T
kontinuierlich | ab 10. Tag
Ca®" + Smase* K v 2 T T
ab 10. Tag ab 10. Tag | kontinuierlich
J J § § 3

GTE + Ca*™*

Alle Proben wurden bei 90 — 100% Konfluenz eingesetzt

Tabelle 2:

Zusammenfassung aller Ergebnisse des Abschnitts VI.3.

VI1.4. Phosphorylierungsstatus in primaren Keratinozyten von normaler und atopischer Haut

Nur wenige primére Keratinozyten standen fiir diese Versuche zur Verfiigung. Deshalb wurde

dieser Vergleich zwischen kultivierten Keratinozyten normaler und atopischer Haut lediglich

zweimal reproduziert. Proteinlysate der in vitro-kultivierten Zellen wurden in einem Western

Blot Versuch aufgetragen und mittels eines Anti-Phosphotyrosin-Antikorpers detektiert. Es

zeigen sich gleiche Bandenmuster. Unterschiede sind kaum erkennbar. Lediglich die

Intensitdt der Banden der Probe mit Keratinozyten eines atopischen Spenders zeigt einen

erhohten Gesamtstatus an Phosphotyrosin-positiven Proteinen in Abbildung 46.
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1. Antikérper: Anti-Phosphotyrosin

Marker Probe 1 Probe 2 Marker

Broad Range Spender mit atopischer Dermatitis Spender mit gesunder Haut ECL

Abbildung 46: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer dermaler Keratinozyten erster Passage (siehe Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
monoclonalen anti-Phosphotyrosin Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren Antikérper
(1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Bei der Untersuchung mit den anti-Phosphoserin und —threonin-positiven Antikorpern lassen
sich ebenfalls keine auBergewohnlichen Proteinexpressionsbanden feststellen. Auch hier
erscheint die Expression der Phosphoserin und —threonin-positiven Proteine bei dem Spender

mit atopischer Dermatitis leicht erhdht.
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1. Antikérper: Anti-Phosphoserin und anti—Phosphothreonin
Marker Probe 1 Probe 2
Broad Range Spender mit atopischer Dermatitis Spender mit gesunder Haut

Abbildung 47:  Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer dermaler Keratinozyten erster Passage (siche Tabelle). Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
monoclonalen anti-Phosphoserin und —threonin Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren

Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

VI1.5. Ex vivo-Untersuchungen an Saugblasenepidermis gesunder und atopischer Haut

VI.5.1. Differenzierungsuntersuchungen an Saugblasenepidermis mittels Involukrin

Hier wurde normale Haut direkt mit atopischer Haut (NEAE) verglichen. Die
Keratinozyten wurden (wie unter V.3.1) isoliert und aufgearbeitet. Zytoplasmatische

Proteine wurden mittels Western Blot auf Involukrin Expression untersucht.
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Probanden mit

atopischer Dermatitis

Probanden mit gesunder Haut

1. Antikérper: Anti-Involukrin

Probe A Probe B Probe C Probe D Probe E Probe F ‘ Probe G Probe H

Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 48: Western Blot von 10 ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden iiberpriift:
Probanden A-E mit gesunder Haut und Probanden F-H mit atopischer Dermatitis Die Bandendetektion erfolgte
mittels eines monoclonalen anti-Involukrin Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren

Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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Abbildung 49:  quantifizierte Bandenintensitdt des Western Blots in Abbildung 48.

Der zytoplasmatische Extrakt der Epidermis von Proband A, C und E enthélt viel Involukrin,
Proband B und D weisen weniger Involukrin auf. Die Probanden des Kollektivs mit
atopischen Ekzem (F und H) haben jeweils auch eine hohe Involukrinexpression, wohingegen
Proband G weniger Involukrin exprimiert. Somit zeigt sich eine hohe Heterogenitit zwischen
den zwei untersuchten Kollektiven. Sowohl gesunde, als auch erkrankte Probanden zeigen

eine unterschiedliche Involukrinexpression.
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Zusatzlich wurde in Abbildung 50 ein neu ausgewéhltes grofleres Kollektiv an Spendern
untersucht. Auch hier zeigt sich kein Bezug zwischen Hauttyp und ermittelter
Involukrinmenge. Die Probe der Probanden 1, 2, 3 und 7 zeigen viel Involukrin, wohingegen
die anderen Proben des gesunden Kollektivs wenig auffillige Konzentrationen an Involukrin
zeigen. NEAE Probe 9, 11 und 13 weisen viel Involukrin, die Spender 8, 10 und 12 zeigen

geringere Konzentrationen an Involukrin auf.

1. Antikérper: Anti-Involukrin

Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 50: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden iiberpriift:
Probanden 1-7 mit gesunder Haut und Probanden 8-13 mit atopischer Dermatitis Die Bandendetektion erfolgte
mittels eines monoclonalen anti-Involukrin Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren

Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

VI.5.2. Uberpriifung der Aktivitit von SAPK/JN-Kinase an Saugblasenepidermis

Die zuvor auf Involukrinquantitét untersuchten Proben von normaler Haut und NEAE wurden
auf die Aktivitit der SAPK/JN-Kinase untersucht. Ziel dieser Versuche war es, eine
Korrelation zwischen den Involukrinbanden, dem Differenzierungsgrad und der Aktivitat
dieses Enzyms zu erstellen. In Abbildung 51 wurde zuvor der Expressionsstatus an
SAPK/INK in Proben von gesunden Spendern und Proben von Spendern mit atopischer
Dermatitis erhoben. Es zeigten sich keine Unterschiede des Expressionslevels zwischen den

Kollektiven.
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1. Antikérper: Anti-SAPK/JNK
Probe A Probe B Probe C ‘ Probe D | Probe E Probe F Probe G | Probe H
Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 51: Western Blot von 10 ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden iiberpriift: Proband
A-E mit gesunder Haut und Proband F-H mit atopischer Dermatitis. Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
polyclonalen anti-SAPK/JNK Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikérper (1:500).
Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

Probanden mit

Probanden mit gesunder Haut atopischer Dermatitis

1. Antikérper: Anti-activated-SAPK/JNK

Probe A Probe B Probe C Probe D | Probe E Probe F Probe G | Probe H

Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 52: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden iiberpriift: Proband
A-E mit gesunder Haut und Proband F-H mit atopischer Dermatitis. Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
monoclonalen anti-activated-SAPK/JNK Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren
Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

In Abbildung 52 wurde die Aktivitit des vorhandenen SAPK/JNK von gesunden Probanden
und Probanden mit atopischer Dermatitis liberpriift. In diesem Versuch zeigt sich eine

Heterogenitit unter den Probanden eines Kollektives. Die Haut der gesunden Spender C und
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E verfiigen tiber grole Mengen, jedoch Proband A, B und D {iber extrem geringe Mengen an
aktiver SAPK/JNK. Bei den Atopikern weist nur Proband F eine hohe Aktivitidt der
SAPK/INK auf, dagegen ist das Enzym der beiden Proben G und H inaktiv.

Die quantitative Auswertung der Banden des in Abbildung 52 dargestellten Blots zeigt, dal3
Proband C, E und F den hochsten Aktivierungsgrad der SAPK/JNK zeigen. Bei allen anderen
Proben liegt die Aktivitét unter 40 % des hochsten Wertes.
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Abbildung 53: quantifizierte Bandenintensitdt des Western Blots in Abbildung 52.

VL5.3. Untersuchung der MAP-Kinasen Erkl und Erk2 bei Keratinozyten aus

Saugblasenepidermis

In den folgenden Versuchen wurde die Expression und Aktivitdit von Erkl und Erk2 bei
beiden Kollektiven von Menschen mit gesunder Haut und Menschen mit atopischer
Dermatitis untersucht. In Abbildung 54 und Abbildung 55 wurden acht Probanden, davon
fiinf gesunde Spender (A, B, C, D, E) und drei Spender mit atopischer Dermatitis (F, G, H)
untersucht. Die Expression an Erkl und Erk2 zeigt keine nennenswerte Unterschiede
zwischen den Kollektiven. Jedoch zeigten die Kollektive ein absolut kontrires Ergebnis
beziiglich der Aktivitdt der Erk1- und Erk2-Kinasen. Die Spender mit gesunder Haut weisen
fast keine Aktivitdt der Kinasen auf, wohingegen zwei der drei Proben von Probanden mit

atopischen Ekzem eine hohe Erk1- und Erk2-Aktivitit aufweisen.
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Probanden mit

Probanden mit gesunder Haut atopischer Dermatitis
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1. Antikorper: Anti-Erkl und anti-Erk2
Probe A Probe B Probe C Probe D Probe E Probe F Probe G | Probe H
Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 54: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden iiberpriift: Proband
A-E mit gesunder Haut und Proband F-H mit atopischer Dermatitis. Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
polyclonalen anti-Evkl und -Evk2 Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekundiiren Antikorper
(1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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Probanden mit gesunder Haut atopischer Dermatitis
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1. Antikérper: Anti-activated-Erkl und anti-activated-Erk2
Probe A Probe B Probe C Probe D Probe E Probe F Probe G | Probe H
Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 55: Western Blot von 10 ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden iiberpriift: Proband
A-E mit gesunder Haut und Proband F-H mit atopischer Dermatitis. Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
monoclonalen anti-activated-Erkl und -Erk2 Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren
Antikorper (1:1000). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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Abbildung 56 zeigt die quantitative Auswertung der in Abbildung 54 und Abbildung 55
dargestellten Blots.
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Abbildung 56:  Quantifizierte Bandenintensitiit der Western Blots Abbildung 54 und Abbildung 55.

Um dieses Ergebnis zu bestdtigen wurde ein zweiter Versuch mit einem weiteren Kollektiv
aus 13 Probanden vorgenommen: 7 Probanden mit gesunder Haut und sechs Probanden mit
atopischem Ekzem. Wiederum zeigen sich kaum Unterschiede in der Expression der Enzyme

Erk1 und Erk2.
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1. Antikérper: Anti-Ervkl und anti-Erk2

Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 57: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden tiberpriift: Proband
1-7 mit gesunder Haut und Proband 8-13 mit atopischer Dermatitis. Die Bandendetektion erfolgte mittels eines
polyclonalen anti-Erkl und -Erk2 Antikorpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddren Antikorper
(1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.
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Bei der Aktivitit zeigte sich erneut ein Unterschied zwischen den beiden Kollektiven.
Gesunde Probanden zeigen keine Aktivitit an Erkl und Erk2, wohingegen eine erhdhte

Aktivitdt bei fiinf von sechs Probanden mit atopischer Dermatitis nachgewiesen werden kann.
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1. Antikérper: Anti-activated-Erkl und anti-activated Erk2

Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Spender mit gesunder Haut (NS) Spender mit atopischer Dermatitis (AD)

Abbildung 58: Western Blot von 10ug Gesamtprotein aus zytoplasmatischen Extrakten gesunder und
atopischer Keratinozyten von Saugblasenepidermis (siehe Tabelle). Zwei Kollektive wurden iiberpriift: Proband
1-7 mit gesunder Haut und Proband 8-13 mit atopischer Dermatitis. Die Bandendetektion erfolgte mittels eines

monoclonalen anti-activated-Evkl und -Erk2 Antikérpers (1:1000) und einem POD gekoppelten sekunddiren
Antikorper (1:500). Detektiert wurde mittels ECL-Verfahren auf einem Rontgenfilm.

V1.6. Lipidzusammensetzung von Keratinozyten

VIi6.1. Vergleich der Lipidzusammensetzung gesunder Haut und NEAE

Bei der folgenden Analyse wurden Epidermis-Proben von flinf gesunden Spendern und drei
Spendern mit atopischer Dermatitis untersucht. Dabei wurden nur die durch Trypsinisierung
gewonnenen Keratinozyten einer Saugblase untersucht und auf die eingesetzte DNA-Menge
bezogen. Die Lipide des Stratum corneum und des Stratum granulosums wurden nicht

beriicksichtigt. Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 59 dargestellt.

Phosphatidylserin und Glucocerebrosid lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Bei den
Spendern mit atopischer Dermatitis wird deutlich, da3 auler bei den freien Fettsduren, der
Level an vorhandenen Lipiden immer ein wenig hoher liegt als bei den gesunden Probanden.

Auch beim Cholesterol zeigt sich eine etwas groflere Konzentration.
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Abbildung 59: Mittlere Verteilung der Lipidzusammensetzung von Keratinozyten aus Saugblasenepidermis

von Probanden mit gesunder Haut und Probanden mit atopischer Dermatitis.

In folgender Tabelle ist die prozentuale Zusammensetzung der Abbildung 59 aufgefiihrt.

Lipid NSK NEAE
Sphingomyelin 13,30 13,32
Phosphatidylcholin 31,51 33,10
Phosphatidylethanolamin 17,37 19,91
Ceramid 5,51 5,74
Cholesterol 24,69 23,13
FFS 7,62 4,81

Tabelle 3:  Prozentuale Zusammensetzung der Lipide aus Abbildung 59.

VL.7. Histologische Untersuchungen

Im folgenden Abschnitt werden histologische Untersuchungen (wie unter V.4 beschrieben)
zum Thema Morphologie der gesunden Haut und der nicht-ekzematdsen Haut des atopischen
Ekzems (NEAE) vorgestellt. Es wurden je Kollektiv verschiedene Probanden ausgewéhlt. Die

Abbildungen zeigen jeweils ein repréisentatives Beispiel fiir jedes Kollektiv.
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VI.7.1. Kontrollantikérper anti-pl13 als Darstellungshilfe fiir rein morphologische

Unterschiede der gesunden und der nicht-ekzematosen Haut des atopischen Ekzems

(NEAE)

p13 ist ein Protein, welches in der untersten Epidermisschicht gebildet wird und somit als
ideale Abgrenzung zwischen den beiden Hautschichten zu erkennen ist. Anti-p13 ermdglicht
die Darstellung der Grenze zwischen Epidermis und Dermis im histologischen Schnitt
Abbildung 60a zeigt einen vertikalen Schnitt durch eine Punch-Biopsie der normalen
menschlichen Haut, Abbildung 60b zeigt die NEAE. Bei der normalen Haut sind die
einzelnen Papillenverzahnungen gut zu erkennen. Dagegen fillt die extrem stark verzahnte

und verdickte Epidermis der NEAE auf.

Abbildung 60: Immunmarkierung von pl13 in Kryostatschnitten aus der Haut von a) klinisch Gesunden und b)
Atopikern (NEAE). Aus Punch-Biopsien wurden jeweils 10 um dicke Kryostatquerschnitte angefertigt, an denen
eine indirekte Immunmarkierung mittels anti-p13 spezifischen Antikérper und anschliefender POD-abhdngiger

Férbereaktion durchgefiihrt wurde. Abgebildet ist jeweils ein reprdisentativer Ausschnitt. Vergrofierung 100x.

Die Abbildungen zeigen grundlegende morphologische Unterschiede zwischen den beiden
untersuchten Hauttypen auf. Die NEAE zeigt eine extrem verdickte Epidermis, der
Verzahnungsgrad der Papillen zwischen Dermis und Epidermis ist extrem hoch, auBerdem

reichen die Papillen weit in die Dermis hinein.
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VI1.7.2. Untersuchungen zur Differenzierung in der Epidermis der gesunden Haut und der
NEAE iiber immunhistochemische Markierung mit den Differenzierungsmarker

Involukrin und Filaggrin

Als weitere Antikorper wurden in Abbildung 61 Involukrin und in Abbildung 62 Filaggrin als
Differenzierungsmarker verwendet. Beide Proteine werden in der oberen Epidermis
exprimiert, an den Orten, wo die Keratinozyten nahezu ausdifferenziert sind. Bei der NEAE
ist auch in diesen histologischen Schnitten die extrem verdickte Epidermis der NEAE und der
hohe Verzahnungsgrad zwischen Epidermis und Dermis erkennbar. Die Involukrin-
exprimierenden Epidermisschichten sind in NEAE stark verbreitert und die Verteilung des
Proteins iiber die Zelllagen ist nicht homogen, sondern extrem ungeordnet. Die

Trennungslinie zwischen proliferierenden und differenzierten Zellen ist nicht klar.

Abbildung 61: Immunmarkierung von Anti-Involukrin in Kryostatschnitten aus der Haut von a) klinisch
Gesunden und b) NEAE. Aus Punch-Biopsien wurden jeweils 10 um Kryostatquerschnitte angefertigt, an denen
eine indirekte Immunmarkierung mittels anti-Involukrin spezifischen Antikérpern und anschlieffender POD-
abhdngiger Firbereaktion durchgefiihrt wurde. Abgebildet ist jeweils ein reprdsentativer Ausschnitt.

Vergroferung 100x.

Unmittelbar an der Grenze zum Stratum corneum ist die Involukrinexpression maximal
Aufgrund der hohen Verdichtung erscheint die Farbung in einem tiefen Dunkelrot. Bei der
atopischen Dermatitis fehlt diese starke Verdichtung unterhalb des Stratum corneums.

Vielmehr wird Involukrin maximal im oberen und mittleren Stratum granulosum exprimiert.

Auch bei Filaggrin zeigt sich zwischen gesunder Haut und NEAE eine unterschiedliche
Verteilung (Abbildung 62). Ist Involukrin reichlich in atopischer Haut vorhanden, so wird im

Gegensatz dazu Filaggrin kaum exprimiert. In normaler Haut sind Involukrin und Filaggrin
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offenkundig colokalisiert; sie werden maximal im Stratum granulosum exprimiert.
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Abbildung 62: Immunmarkierung von Filaggrin in Kryostatschnitten aus der Haut von klinisch a) Gesunden
und b) NEAE. Aus Punch-Biopsien wurden jeweils 10 um Kryostatquerschnitte angefertigt, an denen eine
indirekte Immunmarkierung mittels anti-Filaggrin spezifischen Antikérper und anschliefsender POD-abhdngiger

Fiérbereaktion durchgefiihrt wurde. Abgebildet ist jeweils ein reprdsentativer Ausschnitt. Vergréferung 100x.

Zusammenfassend 1d6t sich sagen, daB3 beide Differenzierungsmarker in normaler Haut in den
Zellagen des Stratum granulosums exprimiert werden. In NEAE dagegen divergiert die
Expression der beiden Marker extrem. Filaggrin, ein Marker der spiten
Differenzierungsschritte, wird bei Keratinozyten iiberhaupt nicht exprimiert. Wohingegen

Involukrin vermehrt und verfriiht im Stratum spinosum exprimiert wird.

VI1.7.3. Lokalisation der aktivierten Mitogen-Activated Proteinkinase (pMAPK) im
histologischen Schnitt der Normalhaut und der NEAE

Um etwaige Verdanderungen in der Signaltransduktion in NEAE erkennen zu kénnen, wurde
der AntikOrper anti-activated-Erkl und —Erk2 in einer histologischen Untersuchung
eingesetzt. Dieser Antikorper eignet sich mehr fiir den Einsatz bei Western Blots. Daher sind
die Immunfirbungen dieser histologischen Kryostatschnitte nur schwach ausgepridgt und

Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Hauttypen sind kaum erkennbar.
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Abbildung 63:  Immunmarkierung von Erkl und Erk2 in Kryostatquerschnitten der Haut von a) klinisch
Gesunden und b) NEAE. Aus Punch-Biopsien wurden jeweils 10 um Kryostatquerschnitte angefertigt, an denen
eine indirekte Immunmarkierung mittels anti-activated-Erkl und —Erk2 Antikorper und anschliefSender POD-
abhdingiger Firbereaktion durchgefiihrt wurde. Abgebildet ist jeweils ein reprdsentativer Ausschnitt.

Vergroflerung 100x.

VI.7.4. Stress-Activated Proteinkinase als Antikorper in der Histologie im Vergleich

zwischen normaler Haut und NEAE

Bei dem Antikorper der spezifisch die aktivierte Form der JNK/SAP-Kinase bindet, zeigt sich
ein deutlicher Unterschied zwischen gesunder und kranker Haut. Wéhrend die gesunde Haut
durchgehend durch Epidermis und Dermis die aktivierte Form von JNK/SAPK vorliegen hat,
fehlt diese géanzlich bei der NEAE.

Abbildung 64: Immunmarkierung von JNK/SAP-Kinase in Kryostatquerschnitten aus der Haut von klinisch a)
Gesunden und b) NEAE. Aus Punch-Biopsien wurden jeweils 10 um Kryostatschnitte angefertigt, an denen eine
indirekte Immunmarkierung mittels anti-activated-JNK/SAPK Antikérper und anschliefsender POD-abhdngiger

Fiérbereaktion durchgefiihrt wurde. Abgebildet ist jeweils ein reprisentativer Ausschnitt. Vergroferung 100x.
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VII. Diskussion

VII.1. EinfluBparameter auf die Phosphorylierung von Keratinozyten

Die Proteinphosphorylierung ist der wichtigste biologische Regulationsprozef3, der auch in die
Signaltransduktion integriert ist. Die Proliferation, Differenzierung und die Reaktion auf
Stress bzw. Wundheilung wird bei Keratinozyten durch Signaltransduktionswege eingeleitet
[Wurgler-Murphy 1997]. Von den verschiedenen Proteinkinasen sind die Serin-/Threonin-
spezifischen und die Tyrosin-spezifischen Enzyme am besten charakterisiert [Davis 1994,
Blumer 1994]. Zur Regulierung der Differenzierung und Proliferation sind zwei essentielle
Proteinkinasen notwendig, die MAP-Kinasen und die SAPK/JN-Kinase [Canno 1995,
Marshall 1995]. Yusuf A. Hannun und Lina M. Obeid konnten 1995 nachweisen, dal} in diese
Signaltransduktionswege auch Ceramide eingreifen. Eines der Schliisselenzyme, welches
zusammen mit Ceramiden in den Kaskaden der Signaltransduktion auftritt ist die
Sphingomyelinase. Dieser sogenannte Sphingomyelin-Zyklus wirkt somit regulativ auf

Differenzierung und Proliferation [Testi 1996].

Zu Beginn der in vitro-Versuche wurden durch die Literatur bekannte Parameter eingesetzt,
um die Proteinphosphorylierung zu beeinflussen. Neben Calciumionen wurden auch
Magnesiumionen dem Keratinozytenmedium zugesetzt, um verschiedene Magnesium-
abhidngige Enzyme in ihrer Aktivitdit und Bildung positiv zu beeinflussen (wie z.B.
Sphingomyelinase) [Hannun 1995]. Es zeigte sich jedoch, daB die Serin-/Threonin und
Tyrosinphosphorylierung nur wenig von verschiedenen Calcium- bzw. Magnesium-
chloridkonzentrationen beeinflufit werden. Mit erhohter Konzentration werden jedoch einige

Phosphorylierungen etwas schwicher.

Das Zytokin TNF-a aktiviert den MAP-Kinase Signaltransduktionsweg [Pushkareva 1995],
Acyl-L-Carnitin stabilisiert die Lebensdauer von Lipiden, N-Acetyl-D-Sphingosin soll die
zelluldre Ceramid-Konzentration anheben. Aus diesen Versuchen ergeben sich nur wenig
aussagekriftige Ergebnisse, die einen gewissen Einflul auf die Stimulation von Serin- und
Threonin-spezifischen Proteinkinasen haben. Vereinzelt neu aufgetretene bzw. verstéirkte
Banden sind in eindimensionalen Gelen und ohne spezifische Antikorper nicht ndher zu
charakterisieren. Bei weiteren Betrachtungen wurden daher spezifische Antikérper zur

Uberpriifung der Aktivititen der Proteinkinase-Kaskade verwendet.
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VII.2. Differenzierung von priméren Keratinozyten

Die Differenzierung ist essentiell fiir die Bildung der verschiedenen Epidermisschichten und
den gesamten Stoffwechsel. In der vorliegenden Arbeit wurde, in Ubereinstimmung mit
Literaturbefunden [Elias 1988, Niedner 1992] eine Erhéhung der intrazelluldren
Calciumionenkonzentration zur Differenzierung von Keratinozyten eingesetzt. Als
Differenzierungsmarker wurde Involukrin im Western Blot untersucht. Es wird deutlich, daf3
die Anhebung der intrazelluldren Calciumionen-Konzentration stimulierend wirkt. Nach
10tagiger Inkubation ist die Differenzierung nahezu abgeschlossen (Abbildung 27), die Zellen
verlieren ihre Adhédrenz. Es handelt sich um einen kontinuierlichen Anstieg der
Involukrinkonzentration innerhalb dieses Zeitraums. In Abbildung 29 wird deutlich, dal die
Inkubation konfluenter Keratinozyten mit bakterieller Sphingomyelinase ebenfalls eine
deutliche Zunahme der Involukrin-Expression hervorruft. Nach 4 Tagen ist die
Involukrinexpression, die durch Sphingomyelinase hervorgerufen wurde, grofer als die rein
Calciumioneninduzierte Differenzierung [Wakita 1994]. Nach 10tdgiger Behandlung ist zwar
die Involukrin-Expression der reinen Calciumchloridinkubation groBer als die der
Sphingomyelinase-Inkubation, jedoch ist eine additive Wirkung von Calciumionen und
Sphingomyelinase deutlich zu erkennen. Dieser Versuch zeigt, dal auch Sphingomyelinase in
der Lage ist die Involukrin-Expression in Keratinozyten zu erhdhen und somit aus dem
Proliferationsstadium in eine kontinuierliche Differenzierung zu expedieren. Dies bestitigt
auch der Nothern Blot in Abbildung 30. Hier ist kein Unterschied in der Inkubation der
Keratinozyten mit Calciumionen oder Sphingomyelinase sichtbar. Beide Parameter

verursachen die verstirkte m-RNA Bildung von Involukrin.

VIL.2.1.1Einfluff von Green Tea auf die Differenzierung von Keratinozyten

Extrakte des griinen Tees besitzen seit den letzten Jahren ein besonderes Forschungsinteresse.
Die in Green Tea zu 17-30% enthaltenen Catechine haben nachweislich einen hemmenden
EinfluB auf die Cancerogenese und sind auch als Antioxidanzien anzusehen. Die
Untersuchungen zu den positiven Eigenschaften dieser Catechine sind noch nicht anndhernd
erschopft. In Abbildung 28 ist ein Versuchsansatz unternommen worden, Keratinozyten, die
sich bereits im Differenzierungsstadium befinden, mit Green Tea (als komplett Extrakt) zu
inkubieren. Hier ist ein deutlicher Riickgang der Involukrinexpression zu verzeichnen.

Ausgehend von einer verbreiterten Involukrinexprimierenden Epidermisschicht, hitte dieses
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Ergebnis zur SchluBfolgerung, daB3 Green Tea fiir die Therapie dieser Krankheit geeignet
wiére. Dies ist nicht gleichzusetzen mit erhohter Involukrinexpression der einzelnen
Keratinozyten. Geht man deshalb eher von einer Differenzierungsstorung bei atopischen
Keratinozyten aus, die nicht durch Involukrin zu beobachten ist, wire Green Tea
moglicherweise kein geeignetes Therapeutikum. Um dies jedoch zu untermauern, bedarf es
weiterer Untersuchungen. Vor allem miifiten aufgereinigte Catechine verwendet werden, um
additive bzw. sich hemmende Effekte aller im Green Tea Extrakt vorhandenen Substanzen

auszuschlief3en.

NFkB ist ein Transkriptionsfaktor, der im Zusammenhang mit der Stressinduzierten
Signaltransduktion {iiber Serin/Threonin Kinasen aktiviert wird [Wiegmann 1994].
Infolgedessen wurde versucht ein Unterschied in der Expression von NF-kB mit zunehmender
Differenzierung der Keratinozyten aufzuzeigen. In Abbildung 31 wird jedoch deutlich, daf3

keine Unterschiede sichtbar sind.

VIL.2.2. Beziehung zwischen der Differenzierung und der Aktivitit von MAPK

Die MAP-Kinasen stellen ein Bindeglied in der Zytokin- und Wachstumsfaktoren getriggerte
Signaltransduktion dar [Testi 1996]. Ein sehr wichtiger Singnaltransduktionsweg fiihrt {iber
die MAP-Kinase Erkl und Erk2. Dieser Signalweg fordert die Proliferation und die
Zellteilung. Aus diesem Grund wurden parallel zur Involukrin-Expression die Expression und
Aktivitit von Erk1 und Erk2 kontrolliert. Abbildung 32 und Abbildung 34 zeigen, dal3 keine
Unterschiede in der Expressionsstirke der Proteine Erkl und Erk2 mit zunehmendem
Differenzierungsgrad bestehen. Bei der Uberpriifung der Aktivitit dieser Enzyme mit Hilfe
der aktivierten Erkl- und Erk2-Antikérper konnte eine Abhidngigkeit zum
Differenzierungsstadium der Keratinozyten dargestellt werden. In Abbildung 33 ist bereits
nach einer 96stiindigen Inkubation mit Calciumchlorid die Aktivitdt der Enzyme abnehmend.
Nach 7 Tagen verschwindet die Aktivitit von Erk2 fast ginzlich und nach 10tdgiger
Inkubation sind sie nahezu vollstindig inaktiv. Dies bestitigt auch die Abbildung 35. Auch
hier ist nach 10 Tagen keine Aktivitit beider Enzyme nachzuweisen. Dies ist der erste
Hinweis auf einen direkten Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad von

Keratinozyten und der Aktivitdt von Erkl und Erk2.
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Im folgenden Versuch wurde tiberpriift, ob die Art der Differenzierungsinduktion Einflu3 auf
die Expression und die Aktivitit von Erkl und Erk2 hat. Dies konnte eindeutig widerlegt
werden. Abbildung 36 zeigt auch hier, dafl die Differenzierung, gleichgiiltig durch welche
Inkubationsart ~ von  Calciumionen,  Sphingomyelinase = oder  beidem,  keine
Expressionsverdnderung der Enzyme Erkl oder Erk2 hat. Eindeutig wird jedoch auch in
Abbildung 37 nach 4 Tagen sichtbar, da3 die Aktivitit beider Enzyme nachldflt. Dieser
Aktivitdtsverlust ist direkt proportional zum Grad der Involukrin-Expression. Dies ist
besonders gut ersichtlich an der additiven Wirkung der Calciumionen und Sphingomyelinase-
Inkubation, da hier die groffte Involukrin-Expression vorliegt und auch der grofite

Aktivitatsverlust zu verzeichnen ist.

Auch bei der Zugabe von 2,1 mM Calciumchloridlosung zum Keratinozytenmedium ist nach
4 Tagen ein Aktivitdtsverlust von Erkl und Erk2 bei nahezu gleichbleibender Expression
beider Kinasen zu verzeichnen. Abbildung 38 und Abbildung 39 bestitigen somit die
vorangegangenen Ergebnisse, daBl die Aktivitit der MAP-Kinasen proportional mit dem

Differenzierungsstadium der Keratinozyten einhergeht.

In Abbildung 40 wird deutlich, da im Verlauf einer 10tdgigen Inkubation mit
Calciumchlorid die Expression von Erkl und Erk2 konstant bleibt. Es zeigt sich, da3 bei
Zugabe von Green Tea in Kombination mit Calciumchlorid, die Expression von Erk2 nach 10
Tagen leicht zuriick geht und bei alleiniger Gabe von Green Tea vollstindig zuriickgeht. Auch
die Expression von Erkl wird sichtbar geringer. Hiermit einhergehend bestdtigt sich ein
Aktivitdtsriickgang beider Enzyme in Abbildung 41, wobei der grofite Aktivitatsverlust durch
Inkubation mit GTE unter Calcium-freien Bedingungen zu verzeichnen ist. Sollten demnach
atopische Keratinozyten iiber hyperaktive MAP-Kinasen verfligen wére GTE auch hier ein

geeignetes Agens, um die Aktivitdten zu reduzieren bzw. auszugleichen.

Dieser Aktivititsriickgang ist jedoch nicht mit den zuvor geschilderten Beobachtungen
gleichzusetzen, denn hier wies die Zugabe von Green Tea zum ersten Mal eine Reduktion der
Expression auf. Somit ist ein Riickgang der Aktivitdt nur folgerichtig. Abbildung 42 setzt
dieses graphisch fiir einen Mittelwert beider Enzyme in Verbindung. Hier wird deutlich, daf3
sich mit abnehmender Expression die Aktivititsabnahme prozentual verringert. Jedoch
unterstiitzt diese nachweisbare Aktivititsabnahme die geeignete Therapiemoglichkeit von

GTE fiir Atopiker, wie die nachfolgenden Untersuchungen noch bestédtigen werden.
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VIL.2.3. Beziehung zwischen der Differenzierung und der Aktivitdt von SAPK/JNK

Zu den MAP-Kinasen zéhlt auch die Stress-Activated-Protein-Kinase (SAPK) oder auch c-
Jun-NH2-terminale-Kinase (JNK) genannt. Dieser JINK Weg verlduft parallel zu dem Erkl
und Erk2 Kinase-Weg. Waihrend eine Aktivierung von Erkl und Erk2 eine
Proliferationssteigerung bzw. Differenzierung zur Folge hat, fordert der Signalweg iiber die

SAP-Kinase den Wachstumsstop und ist als klassische StreBantwort zu deuten [Testi 1996].

Parallel zu Erkl und Erk2 wurde die Expression und Aktivitit der SAPK/INK in
Abhingigkeit zur Involukrin-Expression untersucht. Abbildung 43 zeigt keinerlei
Unterschiede im Expressionsverhalten der SAPK/JNK-Enzyme. In der Aktivitit erscheinen
hingegen wesentliche Unterschiede. Abbildung 44 macht deutlich, dafl im Gegensatz zu Erkl
und Erk2 die Aktivitdit mit zunehmender Differenzierung hier nicht schwicher, sondern
starker wird. Bis zu einer Calciumchlorid- und/oder Sphingomyelinase-Inkubation von 4
Tagen 14Bt sich keinerlei Aktivitdten von SAPK/JNK nachweisen. Jedoch wird nach 10tégiger
Inkubation eine schwache Zunahme der Aktivitit von SAPK/INK sichtbar, eine etwas
stiarkere Aktivitdt des Enzyms erscheint bei reiner Gabe von Sphingomyelinase iiber 10 Tage.
Auch hier ist wieder eine additive Wirkung von Calciumionen und Sphingomyelinase durch
die stirkste Aktivitdt von SAPK/JNK nach 10 Tagen sichtbar. Abbildung 45 verdeutlicht dies
graphisch anhand der reinen Aktivitét, da die Expression bei allen Proben gleichbleibend ist.
In vitro-Versuche an Keratinozyten haben somit in dieser Arbeit bewiesen, dafl die Aktivitat
hier im Gegensatz zu der Aktivitit von Erkl/Erk2 mit zunehmender Differenzierung der
Zellen parallel zunimmt. Die Differenzierung wird somit durch den Signaltransduktionsweg

iber die SAPK-JN-Kinase gefordert.

Somit geht die Differenzierung der Keratinozyten, gemessen an der Involukrin-Expression,

mit folgender Anderung der Erk1-/Erk2- und SAPK/JNK-Aktivitit einher:

Differenzierung Expression Aktivitit Expression Aktivitit
Erk1/Erk2 Erk1/Erk2 SAPK/JNK SAPK/JNK
Steigend gleichbleibend Abnehmend gleichbleibend steigend
~” > "y <> ”

Tabelle 4: Zusammenfassung der Differenzierungsergebnise aus Abschnitt VI.3.
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VII.3. Statusvergleich der Phosphorylierung an Serin-/Threonin- und Tyrosin-Resten in

Keratinozyten atopischer und gesunder Spender

Das vorhandene Material war mengenmifig so gering, da3 ein Grofteil der geplanten in vitro
Versuche nicht realisiert werden konnte. Allgemein bleibt hier zu erwdhnen, daf3 die
Kultivierung von atopischen Keratinozyten extrem schwierig ist. Die Keratinozyten wachsen
im Vergleich zu normalen Keratinozyten sehr langsam. Auffillig war auch hierbei, daf3
Kontaminationen bevorzugt bei atopischen Zellkulturen beobachtet wurden, was darauthin

deuten kann, dal3 die atopische Haut evtl. anfélliger gegeniiber Bakterien und Pilzbefall ist.

Die vergleichende Analyse der gelelektrophoretisch aufgetrennten Zellysate zeigt, daB3 in
NEAE und normaler Haut dieselben Proteine an Serin-/Threonin phosphoryliert sind.
Allerdings sind pro mg Gesamtprotein aus dem Lysat in NEAE einige stdrkere und andere
etwas schwichere Phosphorylierungen zu beobachten. Insgesamt macht diese Untersuchung
deutlich, daB3 die Keratinozyten von Probanden mit atopischer Dermatitis in einigen Bereichen
einen deutlich erhohten und in anderen Bereichen einen niedrigeren Aktivititsstatus haben.
Anhand dieses einen Befundes kann nur die Aussage gemacht werden, daB3 der
Phosphorylierungsstatus  der Keratinozyten NEAE Probanden extrem von dem

Phosphorylierungsstatus der gesunden Keratinozyten abweicht.

Wire es moglich, mehr Biopsiematerial zu erhalten und die Kultivierungsbedingungen fiir
atopische Keratinozyten zu optimieren, sollten Anschlulversuche folgen. Diese wiirden zur
Aufkldarung der Aktivitdtsunterschiede von Serin-/Threonin- und Tyrosin-spezifischen

Proteinkinasen zwischen gesunder Haut und NEAE in vitro dienen.

VIIL.4. Ex vivo-Untersuchungen an Saugblasenepidermis gesunder und atopischer Haut

VIL4.1. Uberpriifung der Involukrinexpression

Die histologischen Befunde in Abschnitt VI.7 zeigen, dal die Differenzierung der
Keratinozyten in NEAE nicht dem Differenzierungsgrad, der gesunden Haut entspricht
(Abbildung 61 und Abbildung 62). Um die histologischen Unterschiede zu quantifizieren,
bedarf es der Zellisolierung aus Biopsiematerial oder Saugblasenepidermis. Biopsiematerial
konnte im Rahmen dieser Dissertation nur wenig zur Verfligung gestellt werden. Deshalb

wurde hier epidermales Gewebe mit Hilfe der Saugblasentechnik gewonnen. Dabei gilt es zu
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beachten, dal} der angelegte Unterdruck, der benétigt wird, um die Epidermis von der Dermis
abzuheben, moglicherweise einen Stre3 im Gewebe verursacht. Da dieses Verfahren jedoch
bei beiden Kollektiven angewendet wurde, ist ein Vergleich dieser Proben legitim. Nach
langerer Spendersuche konnten 9 Probanden mit atopischer Dermatitis und 12 Probanden mit

gesunder Haut fiir verschiedene ex vivo-Untersuchungen gewonnen werden.

Anlehnend an die in vitro-Ergebnisse wurden auch hier die Involukrinexpression [Fuchs
1990] und die Aktivitit der MAP-Kinasen und SAPK/JN-Kinase untersucht. Zunéchst
wurden Zytosolextrakte untersucht, die aus Saugblasenepidermis von 5 gesunden und 3
atopischen Probanden gewonnen wurden. Diese wurden mittels Involukrin-Antikérper in
einem Western Blot untersucht. In Abbildung 48 =zeigt sich, dafl keine einheitliche
quantitative Aussage beziiglich der Involukrin-Expression getroffen werden kann. Abbildung
49 macht dies noch einmal graphisch sichtbar. 60% der Proben weisen eine hohe

Involukrinmenge auf, 40% der Proben enthalten weniger Involukrin.

In einem weiteren Versuch wurden wiederum Keratinozyten von nun 7 gesunden Probanden
und 6 Probanden, die an atopischer Dermatitis leiden, untersucht. Abbildung 50 zeigt erneut
eine dhnliche Verteilung der Involukrinmenge in beiden Kollektiven, bei dem gesunden
Kollektiv hatten rund 60% eine hohe Involukrinexpression und die restlichen 40% wiesen
erneut eine schwichere Ausprdgung der Involukrinbande auf. Bei den Spendern mit
atopischer Dermatitis haben 50% einen ausgeprdgten und 10% einen schwachen

Differenzierungsstatus, wohingegen 20% keinerlei Involukrinexpression aufweisen.

Zusammengefallt ergibt sich folgende Statistik:

Involukrin Gesunde Probanden Probanden mit atopischer Dermatitis
expression (n=12) (n=9)

Hoch n=7 58% =5 55%
Wenig n=>5 42% n=2 22,5%
Keine n=0 0% n=2 22.5%

Tabelle 5:  Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt VI.5.1.

Dieses uneinheitliche Ergebnis 148t sich nur schwer diskutieren. Es kann jedoch festgehalten

werden, dafl der Unterschied zwischen den verschiedenen Kollektiven nur gering ist.
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VII.4.2. Uberpriifung der Expression und der Aktivitiit von SAPK/JNK

In den in vitro-Versuchen zur Differenzierung von primiren Keratinozyten wurde unter
VI1.5.2 die Aktivitdit von SAPK/JNK in Abhéngigkeit zum Differenzierungsgrad iiberpriift.
Eine steigende Tendenz der Aktivitit ist, parallel zu einer steigenden Involukrin-Expression
sichtbar. Mit den aus der Saugblasenepidermis isolierten Keratinozyten konnte nun ein
Vergleich zwischen gesunden Spendern und Spendern mit atopischer Dermatitis dargestellt
werden. Zunichst wurde auch hier der Expressionsstatus an SAPK/JNK iiberpriift. Abbildung
51 zeigt, daB in der gesunden und atopischen Haut kein Unterschied im Expressionsspiegel zu
erkennen ist. Alle Banden sind dhnlich stark ausgeprédgt. AnschlieBend wurde die Aktivitit
der Proben untersucht. Abbildung 52 und die graphische Auswertung in Abbildung 53 zeigen,
dafl zwei der fiinf gesunden Hautproben und eine von drei NEAE-Proben eine erhdhte

Aktivitat an SAPK/JNK haben.

SAPK/JNK Gesunde Probanden Probanden mit atopischer Dermatitis
Expression (n=5) (n=3)

Hoch n=5 100% n=3 100%
SAPK/JNK

Aktivitit

hoch | n=2 [ 40% =l T 33% ]
wenig n=1 20% n=0 0%

keine n=2 40% n=2 64%

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt VI1.5.2.

Die Aktivitdt von SAPK/JINK scheint bei Atopikern geringer zu sein. Somit wiirde dies ein
weiterer Hinweis darauf sein, daf3 eine Differenzierungsstdrung vorliegt, die sich nicht direkt
auf die Expression des Involukrins auswirkt. Wie in den histologischen Versuchen gezeigt

liegt extrem viel Involukrin in der Epidermis von Atopikern vor.

Nachfolgende Tabelle macht hauttypeniibergreifend die Korrelation zwischen einer erhdhten

Expression an Involukrin und einer gleichzeitig erhdhten Aktivitdt an SAPK/JNK deutlich.
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Proband A B C D E F G
Verstiarkte Expression von Involukrin |+ - + - + + - +
Erhohte JNK-Phosphorylierung - - + - + + - -

Tabelle 7:  Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus Tabelle 5 undTabelle 6.

Anhand der Tabelle wird deutlich, da keine 100%ige Korrelation zwischen
Differenzierungsgrad und erhohtem Phosphorylierungsstatus der SAPK/JN-Kinase besteht.
Jedoch ist eindeutig, dal} bei einer erhohten Aktivitit der SAPK/JNK auch ein erhohter Grad

an Involukrinexpression vorliegt.
VII.4.3. Uberpriifung der Expression und der Aktivitit von Erkl und Erk2

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen zur Differenzierung von priméren Keratinozyten
zeigen unter VI.5.3, daB die Aktivititen von Erkl und Erk2 in Abhéngigkeit zum
Differenzierungsgrad sinken. FEin sinkender Verlauf der Aktivititen, parallel zur Zunahme der

Involukrin-Expression war sichtbar.

Bei den Zytosolextrakten aus Saugblasenepidermis von Normalhaut und NEAE wurde
zusitzlich die Expression und die Aktivitdten von Erkl und Erk2 untersucht. Abbildung 54
zeigt, daB3 die Expression von Erk1 bei allen Proben beider Kollektive gleich stark ausgebildet
ist. Die Aktivitit von Erkl und Erk2 dieser Proben in Abbildung 55 und der graphischen
Auswertung in Abbildung 56, macht deutliche Unterschiede innerhalb der Kollektive sichtbar.
Die gesunden Probanden haben keinerlei Aktivitdt der Erkl- und Erk2-Kinasen. Dies
korreliert mit einer hohen Involukrin-Expression bei in vitro-Untersuchungen an konfluenten
Ca*"-induzierten Keratinozyten. Die Atopiker weisen eine geringe, doch deutlich sichtbare
Aktivitdit beider Erk-Kinasen auf. Um dieses Ergebnis in einem erweiterten
Probandenkollektiv zu {iberpriifen, wurde dieser Versuch mit 7 gesunden und 6 Atopikern
wiederholt. In Abbildung 57 wird deutlich, dal bei gesunden Probanden als auch bei
Atopikern Erkl konstant exprimiert wird, jedoch ist Erk2 in einigen Proben der beiden
Kollektive nicht exprimiert. AnschlieBend wurde die Aktivitdt der MAP-Kinasen untersucht.
Hier bestétigt sich in Abbildung 58 das bereits zuvor erlduterte Ergebnis der Abbildung 55.
Innerhalb des gesunden Kollektivs sind keine Aktivititen weder von Erkl noch von Erk2
mefbar. Bei den Spendern mit atopischer Dermatitis ist abermals bei 5 von 6 Spendern eine

deutliche Aktivitat der Erk1-Kinase nachzuweisen. Eine Aktivitdt von Erk2 ist nur bei einer
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Probe in Abbildung 58 zu erkennen. Die folgende Tabelle zeigt eine Auswertung beider

Versuchsansitze.

Erk1/Erk2 Gesunde Probanden Probanden mit atopischer Dermatitis
Expression (n=12) (n=9)

Erkl n=12 100% n=9 100%

Erk2 n=>5 42% n=3 33%

Erkl

Aktivitit

hoch | n=0 | 0% 3 33%
wenig n=0 0% n=4 45%

keine n=12 100% n=2 22%

Erk2

Aktivitit

hoch | n=0 0% 2 2%
Wenig n=0 0% n=1 11%

Keine n=12 100% n=6 67%

Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt VI1.5.3.

Die oben dargestellte Tabelle macht deutlich, dal die Kollektive sich extrem unterscheiden:
Obwohl die Expression von Erkl und Erk2 in beiden Kollektiven vergleichbare Werte
annimmt, zeigt sich in der Aktivitit der Kinasen ein absolut kontréres Ergebnis. Die gesunden
Spender haben zu 100% keine Aktivitit der Kinasen. Bei den Spendern mit atopischer
Dermatitis zeigt sich jedoch ein deutlich erhohter Prozentanteil an Erk1-Aktivitdt und eine,

wenn auch schwach ausgepragte Aktivitdt an Erk2.

VIL.5. Histologische Untersuchungen

VIL5.1. Morphologie gesunder und nicht-ekzematéser Haut des atopischen Ekzems

Mit Hilfe von Kryostatschnitten und der Immunmarkierung konnten Unterschiede in der
Morphologie der Haut sichtbar gemacht werden (Abbildung 60a). Der Antikorper p13 ist gut
geeignet die Hautstruktur deutlich abzubilden. Dieser Antikérper markiert das Protein p13,
welches in der untersten Epidermisschicht, dem Stratum basale, gebildet wird. Die einzelnen

Papillen sind sichtbar von der Dermis abgegrenzt. Diese Papillen dienen der
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GrenzflachenvergroBBerung zwischen Epidermis und Dermis, um den Stoffwechsel der beiden
getrennten Hautschichten zu verbessern. Auch das Stratum corneum wird durch den reinen

Férbevorgang und die extreme Verdichtung an Zellen klar umgrenzt.

Atopiker haben eine andere Hautstruktur als gesunde Menschen. In Abbildung 60b zeigt sich
auch hier eine klare Trennung von Epidermis und Dermis in der atopischen Haut. Jedoch
erscheint die gesamte Hautstruktur ungeordnet. Die Epidermis ist extrem verbreitert und
einzelne Papillen sind nur teilweise zu erkennen. p13 ist bei gesunder Haut in der Epidermis
durchgehend vertreten, die Konzentration sinkt aber zunehmend bis hin zum Stratum corneum
[Graham-Brown 1998]. Bei der atopischen Haut ist keine durchgehende Firbung der

Epidermis darzustellen.

VIL.5.2. Differenzierungsgrad von Keratinozyten, ausgewertet an Kryostatschnitten in

gesunder und nicht-ekzematéser Haut des atopischen Ekzems (NEAE)

Abbildung 61a zeigt durch die unterschiedliche Zellstruktur eine Abgrenzung von Epidermis
und Dermis. Hier ist, wenn auch nur recht schwach, die Ausbildung von Epidermis-Papillen
zu erkennen. Der schmale Zellstreifen in der Grenzzone zwischen Epidermis und Stratum
corneum ist gut sichtbar angefarbt. Die Zone der Involukrinbildung ist in gesunder Haut
genau definiert. Uber diesem Bereich liegt abschlieBend nur noch das sichtbar abgegrenzte
Stratum corneum. Involukrin ist ein Protein, welches gegen Ende der Differenzierung bei
Keratinozyten exprimiert wird. Deutlich sichtbar wird dies in histologischen Schnitten bei

einer Immunmarkierung mit einem Involukrin-Antikorper.

In Abbildung 61b 148t sich nachweisen, daB3 sich Involukrin in NEAE im oberen Bereichen
des Stratum granulosum befindet. Anhand der Saugblasenuntersuchungen konnte ermittelt
werden, dafl im Verhéltnis zu dem Proteingehalt der Keratinozyten quantitativ nicht mehr
Involukrin vorliegt. Insgesamt wird jedoch deutlich, daB alle Hautschichten, einschlieBlich
der Epidermis, verbreitert sind und somit Involukrin durch die hohe Anzahl der vorliegenden
Keratinozyten verstérkt sichtbar ist. Involukrin wird hier in einem, bis zu 8x breiteren Bereich

exprimiert.

Der spite Differenzierungsmarker Filaggrin befindet sich bei gesunder Haut in einer diinnen

Grenzschicht zwischen Stratum Granulosum und Stratum Corneum in Abbildung 62a. Bei
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Filaggrin ist die Abgrenzung zum Stratum corneum nicht so stark ausgeprigt, wie zuvor bei
Involukrin. Der Querschnitt durch die atopische Haut zeigt in (Abbildung 62b) dagegen
keinerlei Anzeichen einer Existenz von Filaggrin. Moglich wire, dafl die Keratinozyten der
atopischen = Haut den letzten, durch  Filaggrin-Expression  gekennzeichneten

Differenzierungsstatus nicht erreichen.

VII.5.3. Nachweis von aktiviertem Evkl/Evk2 und SAPK/JNK

Zunichst wurde in Kryostatschnitten der gesunden und atopischen menschlichen Haut nach
aktiviertem Erkl und Erk2 gesucht. Hierbei lieB sich jedoch weder in gesunder noch in
erkrankter Haut eine vorhandene Konzentration nachweisen. Dieses Ergebis ist nur schwer zu
erkldren, da ex vivo-Versuche dieser Arbeit die Existenz von aktiviertem Erkl und Erk2 in
atopischer Haut nachweisen konnten. AuBlerdem miisste zumindest Erkl und Erk2 in
gesunder Haut in tiefergelegenen, noch proliferierenden Hautschichten sichtbar sein.

Moglicherweise ist der Antikorper fiir histologische Zwecke nicht geeignet gewesen.

Mit einem weiteren Antikdrper wurde der Anteil an aktiviertem SAPK/JNK ermittelt. Hier
sind deutliche Unterschiede zwischen der gesunden Haut und der NEAE nachzuweisen. In
jeder Schicht der gesunden Haut befinden sich Anteile an SAPK/JNK. In der Dermis ist die
Immunmarkierung am deutlichsten, in der Epidermis ist diese schwicher, aber immer noch
gut erkennbar. Auffillig ist, daB3 es keine klare Abgrenzung der verschiedenen Epidermis-
Schichten gibt, beziiglich des Auftretens von SAPK/JNK. Bei der atopischen Dermatitis
hingegen zeigt sich keine Anfarbung der Kryostatschnitte in den unterschiedlichen Bereichen.
Lediglich vereinzelt tritt eine schwache Farbung der Epidermis auf. Somit bleibt festzuhalten,

daf} die aktivierte Form von SAPK/JNK in atopischer Haut histologisch nicht nachweisbar ist.

Diese Ergebnisse bestétigen die zuvor gewonnenen Erkenntnisse durch die ex vivo-erhaltenen
Keratinozyten gesunder und atopischer Haut in weiten Teilen. Lediglich die Aktivitdt der
Erk1 und Erk2 Kinasen ist in histologischen Schnitten nicht nachzuweisen. Die histologischen
Untersuchungen weisen jedoch deutlich auf die extrem verdickte Haut von Atopikern hin und
den starken ,,ungeordneten* Zustand der verschiedenen Hautschichten. Dies deutet erneut auf
eine hohe Differenzierungsstorung dieser Keratinozyten hin, welche bereits durch die ex vivo-

Studien belegt wurde. Der extreme Anteil an Proliferierenden Zellen in der Epidermis wird
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durch die fehlende Existenz von aktiviertem SAPK/JNK, im Vergleich zu gesunder Haut

erneut ersichtlich.

VIL.6. Lipidgehalt von in vitro-gewonnenen Keratinozyten

Die Ergebnisse unter VI.2.1 bis einschlieBlich VI.2.5 zeigen zum Abschluf3 eine Lipidanalyse
von Proben mit einer Inkubation von 6 h bis 240 h [Wertz 1997]. In folgender Tabelle sind
alle Ergebnisse der Abbildung 21 bis Abbildung 25 zusammengefalit dargestellt.

Kontrolle Ca**-Inkubation Smase- Ca’™ + Smase
6-48 h 6-48 h Inkubation 6-48 h | Inkubation 6-48 h
Ceramid-2 2%%* « 2%%* « 13-4%%* | 7™~ 13-4% | 7™~
Sphingomyelin 14%%* AR 20- NN 420% | NN | 4206% | NN
12%*
Glucocerebrosid 2%%* AR 3-1%% | NS 1 3.7%* | AT | 37%* | A
Phosphatidylserin 35%* < 42%- > 35%* « 35%* ©
35%*
Phosphatidylcholin 50%* - 50%* « 50% « 50%* <

* Anteil an untersuchten Lipiden; s oder ~ Differenz weniger als 50%; s oder ~ Differenz grofier 50%.

Tabelle 9:  Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt VI.2.1 bis Abschnitt V1.2.5.

Die Kontrolle zeigt wihrend des Versuchszeitraumes von 48 h keine Unterschiede in den
untersuchten Parametern. Somit kénnen alle weiteren Untersuchungsparameter direkt auf den
Kontrollwert bezogen werden. Hervorzuheben ist hier, da3 der Phosphatidylcholingehalt aller
Proben konstant bei 50% angesiedelt ist. Dies hat flir weitere Untersuchungen einen
methodischen Vorteil, somit kann auf eine Protein- oder DNA-Bestimmung der eingesetzten
Keratinozyten zukiinftig verzichtet werden. Phosphatidylcholin kann demnach als
Standardnormierung der Proben gelten. Der Vorteil dieser Bezugsgrofle liegt (neben dem
geringeren Arbeitsaufwand) darin, dall dieser Bezugswert mit der gleichen Methode ermittelt

und ein Folgefehler verschiedener Methoden somit vermieden wird.

Wird Sphingomyelinase als Inkubationsparameter dem Medium hinzugegeben [Hannun
1994], so sinkt der Anteil an Sphingomyelin stark ab, da dies von der Sphingomyelinase
direkt zu Ceramid umgesetzt wird. Der Ceramidspiegel steigt jedoch nur voriibergehend an

und sinkt ebenso wie der Anteil an Sphingomyelinase ab. Da Ceramid weiter zum
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Glucocerebrosid verstoffwechselt wird, erkldart sich auch hier die Wiederabnahme nach
12stiindiger Inkubation. Phosphatidylserin bleibt hingegen konstant. Die Analyse des
Lipidumsatzes einer kombinierten Inkubation mit Calciumionen und Sphingomyelinase
erfolgte wie bei einer Inkubation mit Sphingomyelinase allein. Sphingomyelinase ist in
diesem System somit alleiniger Verursacher eines Anstiegs an Glucocerebrosid. Es konnte
somit ermittelt werden, dall die Zufuhr von Sphingomyelinase zu in vitro-kultivierten
Keratinozyten nur einen voriibergehend kurzen Anstieg des Ceramid-2-Spiegels verursacht.
Letztendlich ist das Resultat der  Sphingomyelinase-Inkubation ein  hoher
Glucocerebrosidspiegel in den untersuchten Zellen. Die reine Inkubation der Keratinozyten
mit Calciumionen bedingt eine zunehmende Differenzierung. Somit kann durch diese Lipid-
Untersuchungen die SchluBfolgerung gezogen werden, daBl bei Ca2+-getriggerter
Differenzierung der Ceramid-2-Anteil in den Zellen konstant bleibt, jedoch sinkt der relative
Sphingomyelinanteil. Auch der relative Anteil an Glucocerebrosid und Phosphatidylserin

sinkt mit zunehmender Differenzierung der Zellen.

VIL.7. Lipidgehalt von ex vivo-gewonnenen Keratinozyten

In diesem Abschnitt wurden Keratinozyten ex vivo-gewonnener Saugblasenepidermis

untersucht. Folgende Tabelle resultiert aus den in Abbildung 59 gewonnenen Ergebnissen.

Untersuchter Parameter Keratinozyten von Spendern mit atopischer Dermatitis n=3
Differenz in % gegeniiber gesunden Spendern

Sphingomyelin 25,40

Phosphatidylserin Nicht ermittelbar
Phosphatidylcholin 31,59
Phosphatidylethanolamin 43,53

Glucocerebrosid Nicht ermittelbar

Ceramid 2 30,39

Ceramid 1 Nicht ermittelbar

Cholesterol 17,29

FFS -20,99

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse in Abbildung 59.
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Ausgenommen der Freien Fettsduren zeigen die Keratinozyten von Atopikern erhohte Werte
der untersuchten Parameter gegeniiber den Keratinozyten gesunder Probanden. Diese
Lipidbilanz  bestdtigt die zuvor ermittelten SchluBfolgerungen der Befund der
Kinasenuntersuchungen an Keratinozyten aus Saugblasenepidermis. Zusammenfassend kann
aufgezeigt werden, dal} atopische Keratinozyten einen erhéhten Grundumsatz an Lipiden
aufweisen. Dies wiederspricht der These das eine hohe Konzentration an Lipiden, den
Wasserverlust der Haut vermindert [Potts 1990, Loden 1992]. Allerdings ist ein erhohtes
Lipidvorkommen ein weiteres Indiz fiir eine verldngerte Proliferationsphase bzw. eine zu spét
einsetzende, nicht ausreichende Differenzierung der Zellen von Patienten mit atopischer

Dermatitis.
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V. Zusammenfassung

Die atopische Dermatitis (Neurodermitis) ist eine Dispositionskrankheit, die als additive
Polygenie bezeichnet wird. Dabei wird die Disposition als Summe aller in eine gleiche
Richtung weisenden Gene angenommen. Sobald ein von Umweltfaktoren abhangiger und
individuell variabler Schwellenwert iiberschritten wird, schligt die Disposition in Krankheit
um. Es sind verschiedenste Merkmale gefunden worden, die es erlauben, Menschen mit
atopischer Dermatitis in verschiedene Kollektive einzuteilen. Dagegen gelingt es nur selten,

verschiedene Ergebnisse ein und demselben Kollektiv zuzuordnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden humane Keratinozyten von Probanden mit gesunder Haut
und mit atopischer Dermatitis untersucht. Histologische Befunde zeigen zwar, daf} alle
Hautschichten auch bei Menschen mit atopischer Dermatitis strukturiert angeordnet sind,
jedoch haben diese eine 8fache Dicke im Vergleich zu gesunder Haut. Herausragend ist vor
allem hier die Epidermis, deren iiberdimensionale Papillen extrem weit in die Dermis
hineinragen und stark verbreitert, in ihrer Fldche vorliegen. Die atopische Haut kompensiert
hieriiber den gestorten Stoffwechsel zur Dermis. Zusétzlich wird durch eine verbreiterte
Epidermis der bereits fortgeschrittenen Austrocknung der atopischen Haut entgegengewirkt.
Auch ist der Exprimierungsbereich der untersuchten Proteine vollig ungeordnet. Das Fehlen
von Filaggrin deutet auf eine gestdrte Ausdifferenzierung der Keratinozyten hin. Die
Differenzierung wird durch den Signaltransduktionsweg tiber die INK/SAP-Kinase gefordert.
Keratinozyten weisen mit zunehmender Differenzierung und Involukrinexpression auch eine
Erhohung der Aktivitdit der JNK/SAP-Kinase auf. Ein weiterer wichtiger
Signaltransduktionsweg in dieser Betrachtung fiihrt iiber die MAP-Kinasen Erkl und Erk2.
Dieser zu JNK/SAPK komplementére Signalweg fordert die Proliferation und die Zellteilung.
In vitro-Versuche an Keratinozyten haben in dieser Arbeit nachgewiesen, dafl die Aktivitat
hier im Gegensatz zu der Aktivitdt von SAPK/JNK mit zunehmender Differenzierung parallel
abnimmt. Die soeben erwéhnten in vitro-Versuche wurden an gesunden Keratinozyten
vorgenommen. Bei einem Vergleich zwischen gesunden und atopischen Keratinozyten konnte
die ex vivo-Methode der Saugblasengewinnung angewandt werden, die es erlaubt einen
ndheren Bezug zum in vivo-Status zu erlangen. Diese ex vivo-Untersuchungen wurden

parallel an gesunden und atopischen Probanden durchgefiihrt.
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Die Untersuchung der exprimierten Involukrinkonzentration zeigte innerhalb des gesunden
Kollektives keine einheitlichen Ergebnisse. Eine hohe Expression wiesen 58% der Probanden
auf, wohingegen 42% eine geringere Expression an Involukrin hatten. Auch die Probanden
mit atopischer Dermatitis differierten innerhalb des Kollektives. Ebenfalls 55% zeigten einen
hohen Differenzierungsgrad, 22,5% eine geringere und 22,5% keinerlei Involukrinexpression.

Somit ist das Ergebnis dieser Untersuchung uneinheitlich innerhalb der Kollektive.

Desweiteren wurde die Aktivitit der JNK/SAP-Kinase ermittelt. Im Kollektiv der gesunden
Spender lieBen sich bei 40% eine hohe, 20% eine geringe und 40% gar keine Aktivitét
nachweisen. Die atopischen Probanden zeigten auch hier ein uneinheitliches Ergebnis. 33%
haben eine hohe, 64% keine Aktivitit der Kinase. Auch hier lassen sich die Kollektive nicht
direkt ~ manifestieren. Ganz im  Gegensatz dazu steht das Ergebnis der
Aktivititsuntersuchungen der MAP-Kinasen Erkl und Erk2. Wiéhrend die gesunden
Probanden zu 100% keine Aktivitit in den Keratinozyten zeigten, ist das Ergebnis der
Atopiker eindeutig zuzuordnen. 78% der Atopiker wiesen eine Aktivitit der Erk1-Kinase und
33% eine Aktivitdt der Erk2-Kinase auf. Anders als bei gesunden Probanden wird hieran
deutlich, daB die Phosphorylierung der Erkl- und Erk2-Kinasen, in diesem Stadium der

Keratinozyten stark erhoht ist.

Somit scheint die Differenzierung der atopischen Keratinozyten im Vergleich zu gesunden
Keratinozyten nicht zufriedenstellend ausgepréigt. Dieser Effekt ist verbunden mit einer
erniedrigten Aktivitdt an JNK/SAPK und einer erhohten Aktivitdt an Erk1l und Erk2. Beide
Kinasen sind essentiell fiir die Signaltransduktion von Keratinozyten und deren
Differenzierung bzw. Proliferation. Wéahrend normale Keratinozyten differenzieren, erreichen
Atopiker durch unkontrollierte Aktivitit verschiedener Kinasen die Differenzierung zu spit.
Die Keratinozyten proliferieren stetig, was eine verdickte Epidermis und einen gestdrten
Stoffwechsel der atopischen Haut zur Folge hat, welche in den histologischen Befunden
eindeutig belegt wurde. Alle erhaltenen Ergebnisse sprechen fiir eine Funktionsstorung der

atopischen Haut, welche parallel mit einer Differenzierungsstorung einhergeht.



111

VI. Summary

Atopic Dermatitis is a chronically relapsing inflammatory skin disease. Together with allergic
rhinitis or asthma the atopic dermatitis builds up the concept of the circle of atopic diseases.
Because AD has no pathogenic skin lesions or unique laboratory parameters, the diagnosis is

based on the presents of major and minor clinical features.

Histology results of this thesis show that the morphology of the atopic skin is different to the
healthy skin. All layers of the atopic skin are 8times thicker, their papules are much deeper
inside the dermis and the whole epidermis appears very thick. It shows also the existence of
all investigated proteins in a much more confused order compared to normal skin. In
particular the differentiation proteins show a very disordered existence in the epidermis of

atopic dermatitis patients.

The signaltransduction pathway for the differentiation of the human keratinocytes could be
summarised in two significant pathways. One is related to the Stress-activated-protein-kinase
(JNK), which induces the differentiation of the cell. The other is the complementary pathway,
which follows the signal by the Mitogen-activated Proteinkinase (Erk1, Erk2). This pathway

does promote the proliferation of the cell.

Those two pathways in the signaltransduction of keratinocytes were analysed by studying the
activity of the two enzymes SAPK/JINK and MAPK. Keratinocytes were isolated from suction
blister epidermis of healthy and atopic dermatitis donators. A direct lack of involucrin as a
Differentiation marker is not found. It also shows that SAPK/JNK does not have a mayor
difference compared to healthy cells. But MAPK which belongs to the proliferation pathway
of the cell is hyperactive in comparison to normal skin cells. The hyperactivity of the MAP-
Kinase is a possible reason for the thickness of the skin, the not complete differentiation, and

the metabolic dysfunction of the keratinocytes of the atopic Dermatitis.
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