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ZUSAMMENFASSUNG ——

A ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit darclkd S-Lost-verursachten Symptomen in
der Haut, die zunachst durch starke Blasenbildurdy spater durch eine verzdgerte Wund-
heilung charakterisiert sind. Bei S-Lost handelsieb um einen chemischen Kampfstoff, der
erstmals im ersten Weltkrieg zum Einsatz kam ursdhgute in vielen internationalen Kon-
flikten groBen Schaden anrichtete, obwohl der Getbraschon 1925 durch die Genfer
Konvention verboten wurde. Aktuell stellt S-Lostdem eine Bedrohung durch terroristische
Aktivitaten dar.

Da fur S-Lost-induzierte Verletzungen bislang kesezifisch wirksamen Behandlungs-
methoden verfligbar sind, besteht groRes InteresseraAufklarung der dem Krankheitsbild
zugrunde liegenden molekularen Pathomechanismergjanaus Rickschlisse auf besser ge-

eignete therapeutische Malinahmen ziehen zu kdnnen.

In unseren ersten Experimenten wurden als moghkalsdser der Blasenbildung die Expres-

sion und Sekretion ausgewahlter Matrix-Metallopreen (MMPs) und deren endogenen
Inhibitoren, dentissue inhibitors of matrix metalloproteinas€BlIMPSs) in einem 3D-Haut-
modell und in verschiedenen Zelltypen der Haut &iapzyten, Fibroblasten, mikrovaskulare
Endothelzellen, mesenchymale Stammzellen, monazyéiten, PMN-Granulozyten) sowohl
in Mono- als auch in Mischkultur untersucht.

Unter Verwendung von molekularbiologischen und @irdiiochemischen Methoden wie
gRT-PCR, Zymographie und Western Blot gelang deshiMeis, dass MMPs insbesondere
MMP-9 - nach Exposition der Zellen (v.a. Fibroblasten umahozytare Zellen) mit S-Lost
deutlich hochreguliert wurden. Zu Erhartung der almme, dass MMP-9 durch Degradation
der Basalmembran zwischen Epidermis und DermisBtasenbildung beitragt, konnte als
Pathomechanismus nun erstmals eine parakrine Siiimmlvon Fibroblasten durch S-Lost-
behandelte Keratinozyten identifiziert werden, disren Folge eine vermehrte MMP-9-
Sekretion resultierte.

Darlber hinaus zeigte sich in weiteren Versuchdgarwerwendung des so§cratchAssays
und einesTransweltbasierten Invasionsassays, dass das Migratiortsdnwasionsverhalten
der Fibroblasten in Gegenwart des konditioniertesdMms der S-Lost-behandelten Keratino-
zyten positiv beeinflusst wurde.

Aus klinischer Sicht sprechen diese Erkenntnissendilie therapeutische Ansatze, die darauf
beruhen sollten, die S-Lost-induzierte, auf protgsther Aktivitéat basierende Blasenbildung
der Haut durch Applikation spezifischer MMP-Inhtdoién zu behandeln.
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In einem weiteren Projekt wurde die verzdgerte Waaildng als spates Symptom der S-Lost-

Vergiftung auf zellularer Ebene untersucht, bei eilee eingeschrankte Re-Epithelialisierung
der betroffenen Hautstellen beobachtet wird. Sowithlden Prozess der Wundheilung als
auch fur die stetige Erneuerung der Haut werdetleepiale Stammzellen bendtigt, die fur die
Bildung von Keratinozyten verantwortlich sind. Deegnipotenten Progenitorzellen befinden
sich in der basalen Schicht der Epidermis und sinder Lage zu proliferieren und anschlie-
Rend terminal zu differenzieren.

Um eine Beeinflussung dieser Prozesse durch SAwanhtersuchen, wurden primare unreife
Keratinozyten (NHEK) verwendet und hinsichtlich ekr Differenzierungspotenzials unter-
sucht. Dabei erwies sich S-Lost als potenter Inglukier Differenzierung von NHEK, was
durch Bestimmung der Expression typischer Markdgimme wie Keratin-1, Involucrin und
Loricrin gezeigt wurde. Die Induktion des Reifungsesses war sowohl von einem Ruck-
gang der Proliferation als auch von einer vermitedteMigrationsrate der Zellen begleitet.

Die eingehende Analyse vanitogen-activated protein kinag®APK)-Signaltransduktions-
wegen fuhrte zu der Erkenntnis, dass die Aktivitdten p38 und ERK1/2 gegenteilige Rollen
im Differenzierungsprozess einnehmen. Studien peizgischen Inhibitoren der MAPK be-
legten, dass p38 fur den Reifungsvorgang in NHE$eetell ist, wahrend ERK1/2 diesem
entgegen wirkt. So konnte durch Blockade von p&voin S-Lost ausgeldste Differenzierung
der Zellen verhindert werden. Ebenso war es dulesedBehandlung méglich, die von S-Lost
stark beeintrachtige Migrationsfahigkeit der Kara#iyten wiederherzustellen, welche mit
einer erh6hten MMP-1-Expression einherging.

Davon abgeleitet erscheint es therapeutisch sihngelektive p38-Inhibitoren fir die

Behandlung von Wundheilungsstérungen nach Expositey Haut mit S-Lost einzusetzen.

Zusammenfassend erbrachten unsere Studien alsNatdmveis, dass der S-Lost-induzierten
Blasenbildung (als frihes Symptom) die spezifistiauktion der MMP-9 zugrunde liegt.
Darlber hinaus konnte erstmals eine verfrihte Bffeierung in unreifen Keratinozyten der
Haut (als mogliche Ursache fur die verzbgerte Weldhg) nachgewiesen werden, wobel
die MAPK p38 bei der Initiierung des Prozesses @otscheidender Bedeutung ist. Aufgrund
dieser Resultate empfiehlt sich eine kombiniertg@liation von Inhibitoren der Aktivitaten
von MMP-9 und p38, wobei der Einsatz jedoch zditlmbgestimmt erfolgen sollte, um
pathologische Effekte (Blasenbildung bzw. Differenangsinduktion in Keratinozyten) zu
blockieren, ohne die positiven Auswirkungen von MIRind p38 auf die Heilung (Migra-

tion von Immunzellen und Keratinozyten bzw. Reeglidlisierung) zu hemmen.
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EINLEITUNG —

B EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich vorrangig nat cholekularen Wirkung des Kampfstoffes
S-Lost (alkylierendes Agens) auf verschiedene HAeller Haut. Aus den gewonnenen
Erkenntnissen sollten Rickschlisse fur die Entwiogl neuer, zielgerichteter Therapie-
formen zur Behandlung S-Lost-induzierter Hautschag®vonnen werden.

Die Untersuchungen hierzu erfolgten in einfachekéonokulturen bis hin zu komplexen
Zellkultursystemen wie Mischkulturen aus Hautzellf@teratinozyten und Fibroblasten)
beziehungsweise eineim vitro-3D-Vollhautmodell.

Um die Einordnung der in Abschnitt E dargelegtensEbungsergebnisse zu erleichtern, sind
nachfolgend zunachst Aufbau und wesentliche Eideaften der Haut dargestellt. Danach
wird kurz Bezug auf die Wundheilung genommen. @&flich werden essentielle Mediatoren
(MMPs/TIMPs und MAPK-Signalfaktoren) im Kontext vdtlautschaden sowie das schadi-

gende Agens S-Lost vorgestellt.

B.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist das gro3te Organ des Menschen miktgine Kontakt zur Umwelt. Sie hat
verschiedenste Aufgaben wie die Weiterleitung vogizén, die Regulation der Korper-
temperatur und vor allem den Schutz des Korpersdearn Eindringen potenziell pathogener
Organismen wie Bakterien und Viren oder chemisc®apstanzen zu gewahrleisten. Darlber
hinaus kontrolliert sie den transepidermalen Wasskrst an die Umwelt.

Die Erfullung dieser vielfaltigen Aufgaben gelingrimar durch einen zweischichtigen
Aufbau der Haut aus Epidermis und Dermis. Beidec®tén sind durch eine Basalmembran
voneinander getrennt, deren Hauptbestandteile g@fiaryp 1V, Laminin und Proteoglykane

darstellen.

B.1.1 Epidermis

Die Epidermis ist als mehrschichtiges, verhornerRlatenepithel aufgebaut (Abb. 1). Dabei
setzt sich die dulRerste Schicht (Stratum corneursphgestorbenen, verhornten Keratinozy-
ten (sog. Korneozyten) zusammen, die durch Desmesa@ahr eng miteinander verbunden
sind. Die Korneozyten bieten eine widerstandsfahijewvehr gegen chemische und
mechanische Angriffe von aufeDas darunter liegende Stratum granulosum besteht au
ausdifferenzierten Keratinozyten mit charaktercdten Granula, wie den Keratohyalin-

Granula und Lamellar-Granula, die den Zellen eimigis Aussehen verleihen (Abb. 122).
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Abb. 1: Aufbau der Epidermis

Die Epidermis besteht aus mehreren Schichten whiedlich ausdifferenzierter Keratinozyten, diehsjeweils
durch die Expression typischer Differenzierungsraankie Keratin-1, Loricrin und PCNA voneinander emt
scheiden lassen. Im Stratum basale befinden sitdtisesh aktive Progenitorzellen, deren Tochterrebiés zur
auleren Schicht, dem Stratum corneum, wandern. &édhdieser Migration durchlaufen sie einen Diffeien
rungsprozess hin zu ausgereiften Korneozyten.

(Abbildung modifiziert nach Alonset al?)

Die Lamellar-Granula beinhalten verschiedenste ddpidie in den interzellularen Raum
exozytiert werden, wo sie die hautschitzende Limidere bilden, die ein Diffusions-
hindernis im Rahmen der Wasserhomdostase darstetlt,so auch das Eindringen fremder
Substanzen verhindefi. Die Keratohyalin-Granula enthalten Proteine wiefitagrin und
Loricrin, die zur Stabilitat der Zellen beitragemdu als Differenzierungsmarker zur
Identifizierung reifer Keratinozyten dienén.

Da das Stratum corneum durch exogene Faktoren diedasprucht wird, muss es
kontinuierlich erneuert werden. Daflir sind Zellarder untersten Schicht der Epidermis, dem
sog. Stratum basale verantwortlich. Hier befindieh snitotisch aktive Progenitorzellen, die

charakteristischerweise damlfiferating cell nuclear antigefPCNA) exprimiereh (Abb. 1),
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das in der S-Phase entscheidend an der DNA-Replikdeteiligt ist. Nach ihrer Teilung
durchlaufen diese unreifen Keratinozyten einen esagit 40-56 Tage dauernden Differen-
zierungsproze8s wahrend ihrer Migration durch das Stratum spinosund Stratum
granulosum bis zum Stratum corneum, wo sie alsoratb Zellen (Korneozyten) abge-

schuppt werden.

B.1.2 Epidermale Differenzierung

Schon frihe Untersuchungen der Haut fihrten zuddehiung eines Gradienten aus Calcium-
lonen (C&") in der Epidermis, der nicht nur mit dem Differermngszustand der
Keratinozyten korreliert, sondern diesen auch iieguf Im Stratum basale, in der sich die
Stammzell-ghnlichen Progenitorzellen befinden, tlieipe geringe C&Konzentration vor,
die sich bis in die duBeren Schichten des Stratwamuipsum kontinuierlich steige'ft.
Tatsachlich lassen sich unreife Keratinozyten didibhen der CGa-Konzentrationin vitro

in reife Keratinozyten differenzieren. Wéahrend d&3/organgs erfahren die Zellen starke
morphologische und biochemische Veranderungen. chstélésen sich die dber Hemi-
desmosomen mit dem Untergrund verankerten, Stanwdzelichen Keratinozyten von der
Basalmembran ab und teilen sich asymmetriddle so entstandenen Tochterzellen migrieren
ins 2- bis 5-lagige Stratum spinosum und flachen dwoe zylindrische Form ab. Dabei
werden typische Proteine wie Keratin-5 und Kerddndurch andere Intermediarfilamente
wie Keratin-1 und Keratin-10 ersetzt (Abb.'2)Zellen des Stratum granulosum enthalten in
den Keratohyalin-Granula ebenfalls typische Expoesprodukte, wie Profillagrin, das
wahrend der Keratinisierung der Zellen proteolytiga Fillagrin gespalten wird und so zum
engeren Biindeln der Keratinfilamente beitriin weiterer entscheidender Marker fiir die
Differenzierung ist Loricrin, das mit verschiedengtrukturproteinen wie Involucrin durch
Transglutaminasen verkntpft und im Inneren dereZath der Zellmembran zur Bildung der
sog. verhornten Zellhlllecérnified envelopeangelagert wird, um die Stabilitat der Zelle zu
erhoher?,

Aufgrund der zeitlich versetzten Expression typeschlarkerproteine kbnnen Keratinozyten
wéahrend ihres Reifungsprozesses verschiedenenr@ifeerungsphasen und daraus abge-

leitet entsprechenden Schichten der Epidermis zdgebwerden (Abb. 1).
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Abb. 2: Epidermale Differenzierung

Waéhrend der Migration vom Stratum basale Uber destBn spinosum hin zum Stratum corneum durchlaufen
Keratinozyten einen Differenzierungsprozess, der Expression jeweils charakteristischer Proteinesiirer
zeitlichen und ortlichen Abfolge beinhaltet. Zungictverden die an Desmosomen verankerten Keratimditae
Keratin-5-/14 durch Keratin-1/-10-Netzwerke ersei#teitere Proteine wie Involucrin, Fillagrin und riarin
werden Uber Transglutaminasen verknupft. Zusétzkommt es zur Ausschittung von Lipiden aus den
Lamellar-Granula in den interzelluldaren Raum derrnéomzyten des Stratum corneum.

(Abbildung modifiziert nach Candit al’)

B.1.3 Dermis

Die Dermis liegt unmittelbar unterhalb der Epidesmind ist von dieser durch die
Basalmembran getrennt. Die Vaskularisierung demiiererlaubt die Nahrstoffversorgung
der Epidermis tber Diffusion, da diese selbst kddhegefalle besitzt. Die Dermis besteht
vorwiegend aus Fibroblasten, die fur den hohen iR@aie extrazellularer Matrix in dieser
Schicht verantwortlich sind. Hauptsachlich findetarm hier fibrillare Kollagene als
Strukturproteine, die in langsorientierten, zumeigs Kollagen | bestehenden Faserbiindeln
vorliegen. Die fibrillaren Kollagene werden zundchis tripelhelikale Prokollagene sekretiert
und lagern sich anschlieRend nach Abspaltung depefide zu Fibrillen zusamméh.in
einem weiteren Schritt erfolgt dann Uber kovale@eervernetzung die Ausbildung der
Kollagenfasern, die entscheidend zur FestigkeitHiaut beitragen®* Diese Fasern sind in
ein elastisches Netz aus Strukturproteinen wieilkibund Elastin eingebettet, die wiederum

fur die Elastizitat der Haut eine wichtige Rollaeten.
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Sog. Ankerfibrillen, die aus Fibroblasten freigesem Kollagen VIl bestehen, verankern das
Epithel Uber die Basal-membran mit dem Bindegewebe.

Sowohl Fibroblasten alsuch Keratinozyten sind durch Synthese und Sekretion
proteolytischen Enzymen (Kollagenasen) in der L&feukturproteine abzubauen, was die
Zellen zur Migration durch extrazellulare MatrixZB) befahigt™® Diese Eigenschaft ist fiir

die Wundheilung von entscheidender Bedeutiing.

B.2 Wundheilung

B.2.1 Physiologischer Ablauf

Wundheilung ist ein sehr dynamischer Prozess, desstgabe zunachst die Blutstillung und
darauf folgend die Rekonstruktion der strukturellerd funktionellen Barrierefunktion der
Haut darstellt. Bei diesem komplexen Vorgang spidiisliche Mediatoren, extrazellulare

Matrixbestandteile, Blutzellen und Zellen des Pahgms eine wichtige Rolle.

= cennll>

+ Hamostase

« Einwanderung von Immunzellen

> Granulation >

* Angiogenese

* Migration der Fibroblasten
« Proliferation der Fibroblasten

* Neusynthese von extrazellularer Matrix

> Epithelialisierung >

« Kontraktion der Wunde

Phasen der Wundheilung

* Migration der Keratinozyten

* Proliferation der Keratinozyten

> Reifung >

* Modellierung der Matrix

* Kontraktion der Wunde

Stunden Tage Wochen/Monate

Abb. 3: Die Phasen der Wundheilung

Die Wundheilung lasst sich in 4 Phasen einteilém udterschiedliche Aufgaben erfiillen, aber sidtlizk nicht

klar voneinander abgrenzen lassen. Bei diesen Bsemesind verschiedene Zelltypen wie Immunzellen,
Fibroblasten und Keratinozyten beteiligt, die scimach einigen Stunden bis bin zu Monaten zur Wuihatige
beitragen.

(Weitere Details siehe Text)
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Im Allgemeinen kann man den Prozess der WundheiludgPhasen einteilen (Abb. 3):

1. Entzindungsphase

2. Granulationsphase

3. Epithelialisierungsphase

4. Reifungsphase.
Diese Phasen unterscheiden sich zwar histologiachfunktionell, sie sind jedoch zeitlich
nicht klar voneinander abgrenzbar. Die gesamteurgilbedarf eines interaktiven, genau
regulierten Zusammenspiels verschiedener Zellen.eBer Hautverletzung, die bis in die
dermale Schicht reicht, gelangen zunachst Blutzeliber betroffene Kapillaren in den
geschadigten Bereich.
Die erste Phase wird mit der primaren Hamostasehdénlagerung, Aggregation und
Degranulation der Blutplattchen eingeleitet, wasemem schnellen Stopp der Blutung fuhrt.
Uber die nachfolgende Gerinnungskaskade kommt esBi#dung eines stabilen Fibrin-
pfropfens. Dieser enthalt neben den Gerinnungsfektoerschiedene Strukturproteine (wie
Fibronektin und Vitronektin), die eine provisorigcMatrix fur die Migration diverser Zellen
darstellentY Wachstumsfaktoren und Komplementfaktoren der @erst Zellen bzw.
aktivierten Blutplattchen fungieren als Lockstoffigr inflammatorische und endotheliale
Zellen sowie Fibroblasten und Keratinozyten. Distem chemotaktisch angelockten Zellen,
die die verletzte Stelle erreichen, sind polymorplideare (PMN) Zellen, gefolgt von Mono-
zyten. Beide Zelltypen sind zur Phagozytose betalmg tragen durch Sekretion von Protea-
sen sowie Wachstumsfaktoren wie TBFFGF-a und verschiedene FGFs zur Regulation der
Wundheilung bet’
Parallel zur Entziindung setzt die zweite Phaséniendheilung ein, die durch Granulation
und Angiogenese gekennzeichnet ist. Die Bildung @esnulationsgewebes beginnt nach
Aktivierung unbeschadigter Fibroblasten durch diero genannten Wachstumsfaktoren, die
die Zellproliferation und Migration stimulieren. bfoblasten wandern in das Wundbett ein,
wo sie extrazellulare Matrix sekretieren und madedn, wodurch die provisorische Matrix
ersetzt wird. Mittlerweile weil3 man, dass mesendignStammzellen aus dem Knochenmark
und der Dermis einen Teil dieser ,Fibroblasten“igepulation ausmachen und sowohl
immunmodulatorisch als auch zellular zur Wundhejleitragen kénnetf:?° Des Weiteren
findet in dieser Phase die Gefal3ineubildung staiheiveinsprieRende Kapillaren die Wunde
mit ausreichend Sauerstoff und N&ahrstoffen versgrgen das Fortschreiten des Heilungs-

prozesses zu ermoglich&h.
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Die dritte Phase der Wundheilung umfasst zum edherAusreifung der Kollagenfasern und
Kontraktion der Wunde, indem Fibroblasten sichmteise in Myofibroblasten ,,umwandeln®.
Diese sind in der Lage, sich ahnlich wie Muskekeltu kontrahieren und so die Wundrander
einander naherzubringéh.Zum anderen erfolgt die Re-Epithelialisierung derletzten
Bereiche. Hierbei l16sen sich Keratinozyten der less&chicht von der Basalmembran ab,
proliferieren und wandern gemeinsam mit Keratinemytles Wundrandes ins geschadigte
Gewebe eirt/** Dariiber hinaus konnen auch Stammzellen des Hhkefsl zur Re-
Epithelialisierung beitrageft.

In der vierten und letzten Phase der Wundheilungnrko es zur Reifung der Wunde. Es

erfolgt die Reduktion der BlutgefaRe und eine noglge Ausrichtung und Vernetzung der

Kollagenfasern, so dass die Narbe weiter an Stabgewinnt>

B.2.2 Chronische Wunden

Normalerweise erfolgt die Wundheilung in den obe&sdhriebenen Phasen. Durch &uf3ere
Einflusse oder Grunderkrankungen kann diese nahiglAbfolge gestort sein und zur Entste-
hung chronischer Wunden beitragen. Haufig verzédeunchblutungsstérungen, Zucker-

krankheit (Diabetes mellitus) oder Immunschwéchee easche Wundheilung.

Ein typisches Beispiel fir eine chronische Wunde,alif einer Grunderkrankung basiert, ist
der diabetische Ulcus, der durch verschiedene ploggsche und biochemische Defekte
beeinflusst wird Hierbei kommt es durch eine verschlechterte Neavassierung mit

nachfolgend bedingter verminderter Sauerstoff- tl#hrstoffzufuhr zu einer verlangerten
Entzindungsphase, gestorter Migration und Zellfa@tion, sowie nicht zuletzt zu einer

erhdohten Expression von Proteasen.
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B.3 Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und ihre endogeneninhibitoren (TIMPS)

Im Prozess der Wundheilung spielen Matrix-Metaltapmasen (MMPs) und ihre endogenen
Inhibitoren (TIMPs) eine wesentliche Rolle. Die MBIBInd eine Familie sezernierter und
membranstandiger, Zink-abhéangiger Metalloendopapéd. Bisher wurden beim Menschen
23 Gene dieser Proteinasenfamilie charakteristhet,einen hoch konservierten modularen

Aufbau zeigen, der sich auch in der DoméanenstrueunProteine widerspiegétt.

Die MMPs lassen sich aufgrund ihrer Struktur (Al). oder ihrer Substratspezifitat in
verschiedene Subfamilien wie z.B. Gelatinasen (MRR9), Kollagenasen (z.B. MMP-1)

und Stromelysine (z.B. MMP-10) einteilen.

sezernierte MMPs Membran-assoziierte MMPs
Kat MMP-7  (Matrilysin)
Zn ¥ MMP-14 (MT1-MMP)
C . a0 Endomstass) kat ¢ Hox i MMP-15  (MT2-MMP)
C Zn MMP-16 (MT3-MMP)
MMP-1  (Collagenase 1) PO ~ MMP-24 (MT5-MMP)

MMP-3  (Stromelysin 1)
MMP-8 (Collagenase 2)
MMP-10 (Stromelysin 2)

Kl PX MMP-12 (Metalloelastase)
< MMP-13 (Collagenase 3) Kat Hpx @] MMP-17  (MT4-MMP)
Pro MMP-19 (RASI-1) C Zn MMP-25 (MT6-MMP)
MMP-20 (Enamelysin) Bros~
MMP-27 (Epylisin)
Ukat ( Hpx MMP-2  (Gelatinase A) <'| >
al - elatinase Kat Ca g
Q z MMP-9 (Gelatinase B) ( Zn - MMB-22
Pro I Pro |
Kat ( Hpx MMP-11  (Stromelysin 3)
C 2 MMP-28 (Epylisin)

Pro ~

Kat 'V Hpx
C 2 MMP-21
Pro

N

Abb. 4: Doméanenstruktur der Matrix-Metalloproteinas en (MMPS)

Pro, Propeptid;Kat, katalytische DomaneZn, Zr* im aktiven Zentrum:Hpx, Hamopexin-DomaneFn,
Fibronektin-Domane;V, Vitronektin-Insert; |, Typ | Transmembran-Domanét, Typ Il Transmembran-
DoméaneG, GPI-Anker;Z, zytoplasmatische Doman€a, Cystein-Array-Regionlg, IgG-ike-Domane.

(Abbildung modifiziert nach Visset al?).

Bis auf wenige Ausnahmen besitzen alle MMPs eim&jgeptid, ein Propeptid und eine
katalytische Domane, die Uber einen flexiblen Limkeinge regiol an eine Hamopexin-
Doméne gebunden ist (Abb. Z?)Das Signalpeptid ermdglicht den Transport der MMRs
die Plasmamembran, wo sie dann sezerniert werden.alle MMPs als Zymogene
synthetisiert werden, missen sie durch Abspaltieg) Rropeptids vom N-Terminus in den

aktiven Zustand Uberfuhrt werden.
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B.3.1 Die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9

Aufgrund der essentiellen Bedeutung von MMP-2 unMP9 an der Zellmigration und
insbesondere auch im Rahmen von Wundheilungsprerzesdrd im Folgenden auf diese
beiden Gelatinasen etwas néher eingegangen.

Gelatinase A (MMP-2) und Gelatinase B (MMP-9) biideine Untergruppe der MMPs, zu
deren bevorzugten Substraten denaturiertes Koll#Getatine), Laminin und Kollagen IV
(der Hauptbestandteil der Basalmembran) geh@r€nDie Biosynthese und Aktivitat der
beiden Proteinasen sind mit der Invasivitat veesdlner Zelltypen wie Leukozyten,
Endothelzellen und Tumorzellen assozif&f Sie besitzen — anders als die tibrigen MMPs —
drei Fibronektin-Domanen, die in der katalytisci@gomane lokalisiert und fur die Bindung

an Gelatine verantwortlich sind (Abb. 4).

MMP-2 und MMP-9 werden als latente Proformen von dellen sezerniert und schnell von
ihren endogenen Inhibitoren TIMP-2 bzw. TIMP-1, dé&ssue inhibitors of matrix
metalloproteinaseskomplexiert. Im Fall von proMMP-9 kann auch schtia Sekretion des
Proenzyms im Komplex mit TIMP-1 erfolgéhWahrend proMMP-9 durch aktive, l8sliche
Proteinasen wie MMP-3 und Plasmin aktiviert wirdyllzeht sich die Aktivierung von
proMMP-2 Uber einen einzigartigen Mechanismus anZ#loberflache durch Bindung an

einen Komplex aus der membranstandigen MT1-MMP TiwP-2 .2

B.3.2 Beteiligung von MMPsan der Keratinozyten-Migration

Eine wichtige Eigenschaft der Hautzellen ist ihéhigkeit zur Migration und Invasion, die
nicht nur fir die Aufrechterhaltung der Homdostader Haut, sondern auch bei der
Wundheilung eine entscheidende Rolle spielen. bmtdere sind hierbei die MMPs sehr
wichtig. Neben den immunologischen Zellen, die BiBIPs bendtigen, um an den Ort der
Verletzung zu gelangen, und den Fibroblasten, di@Psl fir die Modellierung des betrof-
fenen Gewebes nutzen, exprimieren auch Keratinozgitese Proteinasen vor allem fur die
Migration.

Sowohl bei der fortwéhrenden Erneuerung der Hast alich bei der regenerativen
Wundheilung mussen sich die Keratinozyten aus desalen Schicht zunéchst von der
Basalmembran ablosen, wofiir sie Proteasen bendtlgeratinozyten exprimieren hierfur
— &hnlich wie dermale Fibroblasten — MMP-1, -2, w@d -10*'*? In migrierenden

Keratinozyten tragt priméar MMP-9 durch den Kollag&obau von Typ IV zur Ablésung der
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Zellen von der Basalmembran B2iBei ihrer Wanderung treffen die Zellen dann auf
Bindegewebe, das vorwiegend aus verschiedenendeoitgpen, vor allem aus Kollagen |,
besteht* Uber den Intergrinrezepta@2bl, der in Keratinozyten konstitutiv exprimiert wjrd
werden Kollagen-vermittelt auch die Synthese urel Siekretion von MMP-1 induziett®®
Darlber hinaus ist MMP-1i vivo primar an der Spitze der vom Wundrand einwandernde
Keratinozyten zu findef’

Die bisher genannten und auch viele weitere MMRd gdoch nicht nur in der Lage, durch
Abbau der extrazellularen Matrix zur Migration béragen, sondern sie kdnnen auch andere

Proteasen aktivieren oder Wachstumsfaktoren priezess’ =2

B.3.3 Regulation der MMP-Expression und -Aktivitat

Zusétzlich zu den vielen Substraten, die die egthalare Matrix (EZM) bietet, kdnnen
MMPs eine Reihe von regulatorischen Proteinenndikt zur Matrix gehoren (wie Cytokine,
Chemokine und deren Rezeptoren) durch Spaltungielgh oder auch deaktivieréhSomit
sind MMPs nicht nur in die Matrixmodellierung invart, sondern haben auch eine wichtige
Funktion in der Zell-Zell-Kommunikation und bei Z&latrix-Signalwegerf®

Diese Multifunktionalitat erklart auch, warum fur NWPs eine genaue Regulation ihrer
Expression und Aktivitdt besonders wichtig ist. ©werd durch eine Reihe von Erkrankungen

belegt, die auf eine unkontrollierte MMP-Synthesd wAktivierung zuriickzufiihren sifidi*?

Die physiologische Kontrolle erfolgt hauptsachlidber eine strenge Regulation der Enzym-
expression auf MRNA-Ebene sowie der extrazelluld@ktivierung (Abb. 5) und der Inter-

aktion mit den endogenen Inhibitoren (siehe Absithimhibierung®) auf Proteineber{&:*®
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Aktivierungsmechanismen

Nach der Biosynthese befinden sich proMMPs in eikatalytisch inaktiven Zustand. Dieser
wird durch die Interaktion der Thiolgruppe des @yss im Propeptid (PRCGVPD) mit dem
Zink-lon im katalytischen Zentrum des Enzyms eteidJm aktiviert zu werden muss die
Cystein-Zri*-Interaktion der proMMP unterbrochen werdeny§ine switch). **

latent Kat Hpx
Zn
$
I
Pro
(I ) \ \»\\\ SI I )
"‘- \\“
Kat Hpx & .. ( ”I) ....... Kat Hpx
Zn Zn
°-%
o SH
) '
aktiv Pro N

Abb. 5: Aktivierungsmechanismen der Matrix-Metalloproteinasen (MMPSs)

ProMMPs befinden sich in einem katalytisch inaktiveustand, der durch Interaktion des Cysteins iop€tid
(Pro) und dem Zink-lon (Zn) im katalytischen Zemtr{Kat) vermittelt wird. Fur die Aktivierung der @viMP
muss diese Interaktion durch den sogysteine switch unterbrochen werden, der sowohl auf nicht-
proteolytischem (1) als auch auf proteolytischeml(l) Wege erfolgen kann.

(Weitere Details siehe Text)

(Abbildung modifiziert nach Visset al?®)

Grundsétzlich kann diese Aktivierung (iber drei Matbmen gescheh®&n

() nicht-proteolytisch: Modifikation der Thigluppe des Cysteins durch physiologische

Substanzen wie Oxidantien, Disulfide, Elektrophteer nicht-
physiologische Faktoren wie alkylierende Agenzi8ohwermetall-
ionen oder SDS.

(I1) proteolytisch: Direkte Abspaltung desopeptids durch eine andere Protease.

(1) autokatalytisch: ~ Chemische oder allostehe Effekte am Zymogen, die zur inter- oder

intramolekularen autokatalytischen Abspaltung depé&ptids flhren.
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Inhibierung
Im humanen Genom kodieren 4 Gene fir die endogértghitoren der MMPs, didissue

inhibitors of matrix metalloproteinase6TIMP-1 bis TIMP-4). TIMPs bestehen aus der
N-terminalen und der C-terminalen Doméne, die uaAably voneinander gefaltet werden
kénnen und von je 3 Disulfidbriicken stabilisiertrden?® Die N-terminale Domane ist fiir
die inhibitorische Funktion der TIMPs verantwottjovdhrend der C-Terminus die Bindung
an proMMPs steuert.

Stérungen des Gleichgewichts zwischen TIMPs und MM¥®rden bei verschiedensten
pathologischen Prozessen beobachtet, wie beisgislsvbei der Metastasierung von Tumor-
zellen oder bei einer verschlechterten Wundheiftiid.

Neuere Forschungsergebnisse weisen auch auf MMBhéngige Funktionen der TIMPs hin.
Hierzu gehdren Wachstumsfaktor-ahnliche Einflussfegaundlegende zellulare Prozesse wie

Proliferation und Apoptos€.

B.3.4 Therapeutische Aspekte der MMP-Inhibition

Aufgrund der Beteiligung erhéhter MMP-Aktivitatem aler Pathophysiologie verschiedener
Erkrankungen, wurden anfangs Breitspektrum-MMP4Hitbien in der Klinik getestéf.
Jedoch hatten diese Substanzen wegen der Hemmand/dMPs viele Nebenwirkungen, da
auch physiologische Prozesse beeintrachtigt wurBenergab sich trotz guter vorklinischer
Resultate in Tiermodellen beim Einsatz in der Tuhenapie keine Verbesserung fur das
Uberleben der Patientéf.

FUr zukinftige Studien scheint jedoch die systeh@s@pplikation spezifischer MMP-
Inhibitoren, etwa gegen MMP-9 und MMP-14, auRer&tversprechend: Eine weitere

Moglichkeit des gezielten Einsatzes von MMP-Intoben, stellt eine topische Applikation
der Wirkstoffe dar, wie dies bei Erkrankungen debnbette¥ und der Hadt schon gezeigt

wurde.
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B.4 Die Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalwege

Neben den MMPs und ihren endogenen Inhibitorenlespiauch Faktoren der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalwege eineddgende Rolle bei Hauterkran-
kungen®%°3

Die MAPK-Faktoren regulieren in allen eukaryontisnhOrganismen wichtige zellulare
Prozesse wie Differenzierung, Proliferation und iMigpn. Sie nehmen dabei die Funktion
zentraler Effektoren in spezifischen Signaltrangiduskaskaden ein, die Uber Zytokine,
Wachstumsfaktoren und andere Stimuli ausgeltsteve(dbb. 6). Diese Kaskaden bestehen
aus jeweils drei hintereinander geschalteten Rrkitgasen, die zumeist nach Stimulation

einer Rezeptor-Tyrosinkinase Uber G-Proteine aktivwverden.

(72}
= Wachstums- Zytokine
f;
'E aktoren Stress
? l / \
X -
E Raf, \,‘ TAK, ( MEKK1/4, »
P Mos, Tpl MLK3,ASK1 MLK3, ASK1
E S
§ -
a MEK1/2 ) MEK3/6 ( Mekar )
< ;
PD98059
= } }
X ; P N
g‘ ERK1/2 ) p3s ¢ k)
= - -
l sszosssol\ / JNK-I2
Entziindung

Proliferation
Differenzierung
Entwicklung

Proliferation
Differenzierung
Apoptose

Wirkung

Abb. 6: Schematische Darstellung der MAPK-Signalkasaden von ERK1/2, p38 und JNK

MAPK , mitogen-activated protein kinasMAPKK , MAPK kinas¢ MAPKKK , MAPK kinase kinageRaf, v-

raf-1 murine leukemia viral oncogene honmgldlos, Moloney sarcoma oncogené&pl, tumor progression
locus TAK, transforming growth factor-activated kinaseASK, apoptosis signal-regulating kinas#LK ,

mixed-lineage kinaseMEKK , mitogen ERK kinase kinas®EK, MAPK/ERK kinaseERK, extracellular
signal response kinas@NK, c-Jun NH-terminal kinase

PD98059(MEK1/2-Inhibitor), SB203580(p38-Inhibitor),JNK-12 (JNK-Inhibitor).

(Abbildung von Cell Signalling Technology; modift)
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Die Anordnung der Kinasen in einer Kaskade erlasinte Amplifikation und genaue
Regulation des Signafs. Des Weiteren sind Proteine beteiligt, die fiir digbzellulare

Lokalisation der Kinasen verantwortlich sind und stbenfalls fir eine spezifische
Weiterleitung der Signale zu den jeweiligen Zielgesorgenr?

Die MAPK-Signaltransduktionswege wurden nach derejggen Haupteffektor-Kinase wie
ERK1/2, p38 und JNK benannt.

Da ERK1/2 und p38 im Rahmen unserer Untersuchungenbesonderem Interesse sind,

werden diese Signalfaktoren nachfolgend genauehbeben.

B.4.1 ERK1/2

Die ERK1/2-Signaltransduktion ist bei zentralenléren Prozessen wie Proliferation, Dif-
ferenzierung, Migration und Entwicklung von grofBedeutung® Dabei wird die ERK1/2-
Kaskade (Abb. 6, links) primar von Wachstumsfaktorde EGF und TG ausgeldst, die
Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die Kinase1lRaktivieren. Raf-1 phosphoryliert
MEK1/2, die wiederum ERK1 und ERK2 (ERK1/2) durchoBphorylierung eines Threonins
und Tyrosins mit der Erkennungssequenz Thr-Gludkgiviert. Zu den zahlreichen Substra-
ten von ERK1/2 z&ahlen neben Transkriptionsfaktoses ElIk-1, c-Fos und c-Jun auch eine
Reihe zytosolischer Proteine sowie BestandteileZyesskelettes®

ERK1/2 ist ahnlich wie p38 (siehe B.4.2) haufig kbetzindlichen Erkrankungen der Haut
(z.B. Psoriasis) verstarkt akfi¥>’ Des Weiteren liegt bei vielen Krebsarten eine Marain
einer der Komponenten des ERK1/2-Signalweges var gind insbesondere Ras und Raf
betroffen, wodurch es schlussendlich zur Hyperatiing von ERK1/2 komnt€ Da der
ERK1/2-Signalweg sowohl fiir die Migration und Inias als auch fir das Uberleben der
Tumorzellen eine wichtige Rolle spielt, stellen zApsche Inhibitoren gegen diesen
Signaltransduktionsweg eine aussichtsreiche Mokditlzur Entwicklung von Chemothera-

peutika dar.

B.4.2 p38

Die Kinase p38 ist Teil einer Signaltransduktiorsileade, die oftmals mit Entzindungs-
prozessen und Stress-Stimuli in Verbindung steline Aktivierung des p38-Signalweges
(Abb. 6, Mitte) kann Uber Zytokine (z.B. TN&-und IL-1) erfolgen oder auch durch Stress-
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faktoren wie osmotischen Schock und UV-Bestrahlumiyiziert werden. So wird eine Akti-
vierung von p38 in der Haut beispielsweise bei oabnand beobachtet, der durch UV-
Strahlung verursacht wird und zu Hautkrebs fihrannk® Besonders haufig findet sich aber
auch eine Assoziation von p38 mit entzindlichenr&rkungen wie Psoriasis, der rheu-
matoiden Arthritis und Morbus Crofth.

Von p38 existieren vier verschiedene IsoformengeneAminosauresequenz eine 60%-ige
Ubereinstimmung aufweisen. Sie werden von eiged&i@én Genen kodiert und haben unter-
schiedliche gewebespezifische ExpressionsmustdreiyaB& ubiquitar synthetisiert wird?
Die Aktivierung von p38 erfolgt durch die MAPK-Kisa MEK3/6 mittels spezifischer Phos-
phorylierung des Threonins und Tyrosins (Thr-Gly9Tin der Aktivierungsdoméne. Nach
Translokation in den Nukleus phosphoryliert p38seeseits Substrate wie eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren (z.B. ATF-2, Elk-1) sowiedane Kinasen (z.B. MAPKAPK-2) und
auch das Chaperon Hsp27. Diese Faktoren eignernbsmbnders als Target zum Nachweis

der p38-Aktivitat durch Bestimmung ihres Phosphieryingsstatu&”

B.4.3 Inhibitoren von ERK1/2 und p38 in der klinischen Therapie

Aufgrund der vielen vorklinischen Hinweise auf ejp&hologische Bedeutung von ERK1/2
und p38 wurden eine Reihe synthetischer Inhibitatieser Kinasen in mehreren klinischen

Studien auf Vertraglichkeit und Wirksamkeit Ubeffprt

Die fur die Krebstherapie konzipierten Inhibitordes ERK1/2-Signalweges sind vor allem
gegen Raf und gegen MEK1/2-gericttéBei Sorafenib etwa handelt es sich um einen Multi-
Kinaseinhibitor mit Praferenz fur Raf, der im J&@10 als Arzneistoff fur die Behandlung

verschiedener Krebsarten zugelassen wftde.

p38-Inhibitoren sind vorwiegend fir einen Einsati lErkrankungen mit entzindlichen

Prozessen vorgesehen und wurden in den vergangaheen von verschiedenen Firmen in
den klinischen Phasen | und Il geteSteNach aktuellem Stand bereits ausgewerteter
Klinischer Studien mit systemisch applizierten p@Bibitoren sind die therapeutischen

Erfolge jedoch begrenzt und die verzeichneten Nebkangen bei den Patienten zum Tell

erheblich®™®

Dagegen wird eine topische Applikation von p38-hitaren insbesondere fur die Behand-
lung von Hauterkrankungen wie der Psoriasis undn@rarletzungen als sehr viel

versprechend bewert&f;%®
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B.5 S-Lost

Aus der Reihe der bisher untersuchten exogenengeision Hauterkrankungen stellt auch
heute noch der chemische Kampfstoff S-Lost einermbsre Herausforderung fur die Thera-
pie dar, weshalb wir uns in der vorliegenden Arbeit allem mit molekularen Mechanismen

der S-Lost-Wirkung beschéftigt haben, um moglichete Hinweise auf geeignete Therapie-
mafinahmen zu erhalten.

Im Folgenden sollen daher nun noch wesentliche rifvikesse beziglich des schadigenden

Agens S-Lost vorgestellt werden.

B.5.1 Geschichte
S-Lost wurde erstmals 1822 durch M. Depretz ausvBfdichlorid und Ethylen synthetisiert.

Der chemische Name lautet 2,2"-Dichlordiethylsylfitt das in der Literatur zahlreiche wei-
tere Synonyme wie Senfgas, Yperit oder Gelbkreugtieren. Diese Bezeichnungen leiten
sich von dem senf- und meerrettichartigen Gerueh, elsten militdrischen Anwendung in
Ypern (Ort in Belgien) oder der gelben Kreuzmankingy von Senfgas-gefillten Granaten im
Ersten Weltkrieg ab. Im englischen Sprachraum istBezeichnunddD (US bzw. NATO
Kirzel), Sulfur MustardoderMustard Gasgebrauchlich.

Am bekanntesten ist diese Substanz im deutscheacl®aum unter dem Namen Schwefel-
Lost oder S-Lost, wobei sich der Name Lost von Aefangsbuchstaben der Wissenschatftler
Lommel undSeinkopf ableitet, die um 1917 in Deutschland maBigelan den Versuchen
zur industriellen Herstellung und der militarischidntzung dieser Substanz beteiligt waren.
S-Lost kam zum ersten Mal im Ersten Weltkrieg zuimsBtz und wurde bis heute internatio-
nal in etwa 12 militdrischen Auseinandersetzungamuket.

Neben dem militarischen Einsatz wurde S-Lost aadlgé Zeit zur Behandlung von Psoriasis
vulgaris in einer 0,005 %-igen S-Lost-Vaseline (isir”) eingesetzt, bis schlieBlich 1979
ein mogliches kanzerogenes Risiko diskutiert wiifdBariiber hinaus wurde in den 40er
Jahren des 20. Jahrhunderts eine zytostatischeudgirkon S-Lost erkannt, was dazu fuhrte,
dass Derivate von S-Lost auch heute noch zur Anwmmdn der onkologischen Therapie

kommen’°®
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B.5.2 Chemische Eigenschaften

Chemisch gehort S-Lost zur Gruppe der halogeniektkplsulfide und ist als Reinsubstanz
(Abb. 7B, rechts) eine farb- und geruchlose, okdigssigkeit mit hoher Bestéandigkeit. Der
Schmelzpunkt liegt bei 14,4 °C und der Siedepuek2i7 °C.

_ CHy— CHy — Cl

s
™ CHy — CHy — Cl

Abb. 7: S-Lost

(A) Chemische Formel von S-Lost (2,2 -Dichlordidtuffid).
(B) Undestilliertes (links) und gereinigtes (regtssLost
(Aufnahme aus dem Labor von T. Sawyer, Canada)

Wahrend S-Lost in Wasser nur schwer |0slich ishnkdie Substanz in Losungsmitteln wie
Ethanol oder DMSO in Lésung gebracht und so in hggne wassrige S-Lost-Mischungen
Uberfuhrt werden. Aufgrund seines relativ geringeampfdruckes bei Raumtemperatur
zeichnet es sich durch eine hohe Sesshaftigkeis, die es als chemischen Kampfstoff

besonders gefahrlich machit.

S-Lost ist sehr lipophil und vermag rasch in velsgénste Materialien einzudringen. Die
Hydrolyse von S-Lost nimmt mit steigender Tempearatw und erfolgt in zwei Stufen unter

Bildung von Thiodiglykol’

Eine aus toxikologischer Sicht wichtige chemisclgeRschatft ist die ausgepragte Reaktivitat
mit nukleophilen Reaktionspartnern wie Sauerst&@€hwefel und Stickstoff. Bei einer
Alkylierung von DNA beispielsweise kommt es zundchsr Ausbildung eines zyklischen
Sulfoniumions (Abb. 8). Dieses hoch reaktive Intedmat kann dann seinerseits elektrophil an
der DNA, z.B. am N7 des Guanins, angreifen. Aufgrder bifunktionalen Eigenschaft von

S-Lost kommt es haufig auch zur Quervernetzungemi2NA-Strangée?

" Sesshaftigkeit eines Kampfstoffes beschreibt sBestandigkeit im Gelande.
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_ CHy— CHy — Cl NS CH;—CH;—Cl
S ——~ ES —CHZ—CH2—6| +ClI — S\

QHz/—S)Hz ~ci CHy — CHy — Nu

Abb. 8: Aktivierung und Alkylierungsreaktion von S-Lost

S-Lost wird durch Bildung eines hoch reaktiven intediats, eines sog. Sulfoniumions, aktiviert umahrk in
dieser Form ein Nukleophil (Ny wie es zum Beispiel die DNA ist, angreifen unelsgs alkylieren. Erfolgt auch
die Abspaltung des zweiten Chloridions und in Faligssen ein weiterer Angriff auf die DNA, kommtzas
einer Quervernetzungross linking zweier Nukleotidstrange.

(Abbildung verandert nach Habermelal. ™)

B.5.3 Toxikologische Wirkung

Die perkutane letale Dosis von S-Lost ist abhawgig der Konzentration und wird mit einem
LDso von 20 mg/kg angegebénEine Blasenbildung auf der Haut findet man bei té&hmit
1000-2000 mg x min/fbei gasférmigem S-Lost und schon bei 40-100 pgkoen fliissigem
S-Lost/® Fir inhaliertes S-LoStliegt die LGse' bei 1000 mg x min/fh

B.5.4 Zellbiologische Aspekte

Bezuglich der Wirkung von S-Lost auf Zellen gibtvesschiedene Theorien, aber auch be-
legte Prozesse. Hierzu zéhlt zunachst die Entzigstaaktion. Histopathologische Untersu-
chungen von S-Lost-geschadigtem Gewebe zeigers@anee inflammatorische Reaktion, die
sich aus der Ausschittung verschiedener proinflaiomsaher Mediatoren und der daraus
resultierenden Einwanderung von Immunzellen (wieNPGranulozyten und Makrophagen)
ins betroffene Gewebe zusammensé&tzt.

S-Lost bewirkt auRerdem eine vermehrte Bildung veactive oxygen speci¢ROS), was
zudem noch von einer Verminderung des antioxidatrksamen Glutathion begleitet wird.
Dies fuhrt zu erhéhtem oxidativen Stress, was &Sideadigung zellularer und extrazellularer
Molekiile zur Folge haf

Durch die alkylierende Eigenschaft von S-Lost konastdariber hinaus zu DNA-Schaden,
die entweder zur DNA-Reparatur (z.B. Uber homol&gkombination oder Basenexzision)
fihren oder den Zellzyklusarrest einleif@f°

T Letales Produkt aus Konzentration (m&/mnd der Expositionszeit (t) fir 50 % der Betroffie’®
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Des Weiteren wird aufgrund der genotoxischen Eigeafen von S-Lost eine starke Akti-
vierung des Proteins Poly-ADP-Ribose-PolymerasBARP-1) beobachtét. Dieses Enzym
katalysiert eine Modifizierung zellularer Proteimét Poly-ADP-Ribose. Dabei wird ein ver-
starkter Abbau von NADund ATP initiiert, was zum Zelltod durch Apoptosewohl tiber
den extrinsischen als auch intrinsischen Weg fiikeem>%%3

In Tiermodellen kann in S-Lost-induzierten Blasear élaut neben apoptotischem und nek-
rotischem Gewebe eine erhdhte Sekretion von Prateaachgewiesen werden, die mogli-

cherweise durch Abbau der Basalmembran die beadtadBtasenbildung férdefd.

B.5.5 Symptome einer S-Lost-Vergiftung von humaner Haut

Bei S-Lost handelt es sich um eine aul3erst gifGpemikalie, die besonders die Haut, die
Augen und die Atemwege schadigt. AuRerdem wurdé &oa einer systemischen Wirkung
auf das Nerven- und Herz-Kreislauf-System sowie dafi Verdauungstrakt und das
Knochenmark berichtét”® In der Regel tritt jedoch ein symptomfreies Inhzwischen
Exposition und den ersten Krankheitszeichen auhaker die Konzentration und Menge an
S-Lost ist, umso kiirzer fallt diese Latenzzeit Zus.

Albert Niemann, der im Jahr 1822 Uber die Reaktion Schwefelchlorid mit Ethylen eben-
falls S-Lost synthetisierte, beschrieb die Wirkwog S-Lost auf die Haut wie folgt:

»Sle besteht darin, dass selbst die geringste Sfpairzufallig auf irgendeine Stelle der Haut
kommt, anfangs zwar keinen Schmerz hervorruft, Nactauf einiger Stunden aber eine Ro-
tung derselben bewirkt und bis zum folgenden Tage Brandblase hervorbringt, die sehr

lange eitert und auRRerordentlich schwer heilt, utienterlassung starker Narbeh.®

Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaft kann S-Liosierhalb weniger Minuten nach Exposi-
tion schmerzfrei in die Haut eindringen. Abhangan\vExpositionsdauer und Konzentration
kommt es nach wenigen Stunden zur Ausbildung diitgthems. Bei héheren Dosen bilden
sich Blaschen (Abb. 9), die zu groReren Blasen lk@ren. Wenn diese mit Flissigkeit ge-
fullt sind, platzen sie und hinterlassen groRe tdiienen®®®’ Die Blasen sind diinnwandig,
enthalten eine klare oder gelbliche Flissigkeit aimdl von einem Erythem umgeben (Abb.
10A,B).
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Abb. 9: Ablauf einer S-Lost-Exposition der Haut
(Abbildung verandert nach Shakarjienal®?)

Sind Hautareale mit hohen Konzentrationen in Kantggkommen, kann sich der Schaden
auch auf tiefere dermale Hautschichten ausdehnedndort die Fibroblasten schadig&r?®
Folge ist die Ausbildung grol3flachiger und tiefexkrotischer Bereiche, die bis zur Subcutis
reichen kénnen und bleibende Gewebedefekte heifeor

Je nach Schadigungstiefe und GewebedestruktiorrtddereWundschluss einige Wochen bis
mehrere Monate (Abb. 9, Abb. 10 C,D). Dabei istAestellen, dass im Vergleich zu einer
blasenbildenden Verbrennung durch Hitze die Wurldhginach Exposition mit S-Lost stark

verzogert ablauft®

Abb. 10: Symptomatik einer S-Lost-Exposition der Fut
Blasenbildung 24 Stunden nach S-Lost-Expositionrfdt)ausgepragtem Erythem nach weiteren 8 StunBgn (
Zustand der Wunde 4 (C) und 7 Wochen (D) nach deps$-Exposition.

(Fotos von Hans R. Gestewlty
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B.5.6 Medizinische Versorgung der Haut nach S-Lost-Vergiting

Bis heute gibt es kein Antidbtgegen S-Lost. So kann bisher nur eine symptonhetisc
Behandlung nach S-Lost-Exposition durchgefuhrt werd

Zunachst sollte eine Entgiftung der Haut durch ga@es Abwaschen mit starker Seifenlauge
oder durch Bespruhen der betroffenen Stellen mibikalk erfolgen. Auch das mehrmalige
Behandeln der exponierten Bereiche mit einem Oxidamittel (wie z.B. Chloramin T) tragt
durch Reaktion mit S-Lost zur Zerstorung der Substand durch seine antiseptischen Eigen-
schaften zur Desinfektion b&iDa die Exposition der Haut mit S-Lost zu &hnlicl8&mpto-
men wie Verbrennungen durch tGbermafige Hitzeeimwigkfihren, spricht man bei S-Lost
haufig von einer chemischen Verbrennung.

Eine lokale Behandlung der betroffenen BereicheAntibiotika wird immer empfohlen. Bei
Zeichen einer Infektion kann auch eine systemis®eeabreichung notwendig werden.
Ebenso ist die Applikation von Analgetika bei Jwkrund starken Schmerzen mdglich.
Bezuglich der Blasenbildung ist noch immer starkstritien, ob die Blasen gedffnet werden
sollen oder ob man besser davon absfel®ei geoffneten Blasen wird ein Debridentent
durchgefuhrt, um die Wundheilung zu beschleunigen.

Bei sehr tiefen Verletzungen, die alle Schichten ldaut betreffen, kann eine Haut-Trans-
plantation eine weitere, allerdings sehr aufwandgeion darstellen, um die Heilung zu ver-

besserr?

Eine spezifische und effiziente Versorgung von Wamdach S-Lost-Exposition ist bis heute
nicht etabliert. Daher soll die vorliegende Arba#izu beitragen, die molekularen Mechanis-
men, die einer S-Lost-Vergiftung zugrunde liegeuf, zellularer Ebene aufzuklaren, um da-
raus Ansatze fur verbesserte Behandlungsmethodesckaln zu kbnnen.

¥ Unter einem Antidot versteht man eine Substareeii Gift inaktivieren oder dessen Wirkung herétese bis
aufheben kann.
8 Als Debridement bezeichnet man die Sanierung desdbkettes durch Entfernung nekrotischer Beléage.
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ZIELE DER ARBEIT—

C ZIELE DER ARBEIT

Hautschéaden nach Exposition mit S-Lost sind gekeichnet durch starke Blasenbildung und
verzogerte Wundheilung. Die dieser Pathophysiolagigrunde liegenden molekularen und

zellularen Mechanismen sind bislang weitgehend kiage

Daher war es Aufgabe der vorliegenden Arbeit zusiébtatrix-Metalloproteinasen (MMPS)
und ihre Inhibitoren (TIMPS) zu untersuchen, umedemdgliche Beteiligung an der Blasen-
bildung nach S-Lost zu evaluieren. Hierflr soll#&nalysen der Expression und Sekretion
sowohl bei verschiedenen Zellen, die in der Hautirmen sind, als auch im 3D-Hautmodell
erfolgen. Dartber hinaus war es Ziel, die Auswidgwon S-Lost auf die Migrations- und

Invasionskapazitat der Zellen naher zu studieren.

Ein weiterer Fokus stellte die verzégerte Wundmgjlumach S-Lost-Exposition dar. Da fur

den Heilungsprozess eine stetige Erneuerung dé&nZeénotigt wird, sollte der Einfluss von

S-Lost auf die Differenzierung epidermaler Progauaigllen genauer betrachtet werden. Als
wesentliche Voraussetzung fur diese Studien sellien vitro-Modell etabliert werden, das

entsprechende Untersuchungen an unreifen Keratewzulasst. Hinweise auf eine magli-
che Beeinflussung der zellularen Differenzierungcdus-Lost wurden einerseits von der Be-
stimmung der Proliferationsrate und andererseitshddie Analyse der Expression spezifi-
scher Markerproteine erwartet. Da Mitogen-aktiweProteinkinasen (MAPK) in der Signal-

weiterleitung bei Prozessen wie Differenzierungliferation und Migration verschiedener

Zelltypen eine wichtige Rolle spielen, sollte emégliche Beteiligung der beiden MAPK p38

und ERK1/2 an den durch S-Lost-verursachten Patblbamesmen untersucht werden.

Wesentliche Zielsetzungen sollten durch folgendeg€bensweise erreicht werden:

Aufklarung molekularer Mechanismen bei der S-Lostbzierten Blasenbildung

1. Analyse von MMPs und TIMPs in Hautaquivalenten
Die Expression und Sekretion Proteolyse-assoziigraktoren sollte mittels qRT-PCR,
Zymographie und Western Blot bei verschiedenenedeliler Haut und in einem drei-

dimensionalen Hautmodell untersucht werden.
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2. Untersuchungen zu MMP-9
Vergleichende Analysen der MMP-9-Expression in Moaod Mischkulturen von Keratino-
zyten und Fibroblasten sollten Aufschluss lber endgliche gegenseitige Beeinflussung der

beiden Zelltypen geben.

3. Analyse des Migrations- und Invasionsverhaltars Hautzellen

Unter Verwendung eines Transvx‘?ellelImigrations-Systems und des sd&gratch-Assays
sollten ausgewahlte Zelltypen der Haut auf Veramdgen der Wanderungsraten nach
Inkubation mit S-Lost oder auch mit konditoniertéfedium von S-Lost-exponierten Zellen

Uberpruft werden.

Aufklarung molekularer Mechanismen bei der verzidageyWundheilung nach S-Lost-Exposition

1. Etablierung eines Modells fir die Differenziegwon Keratinozyten
Zur naheren Betrachtung des Einflusses von S-Lddtia Differenzierungsfahigkeit unreifer
Keratinozyten sollte zunachst ein entsprechenohesvitro-Modellsystem mit priméren

Progenitorzellen etabliert werden.

2. Analyse des Differenzierungsstatus von Kerayteoznach S-Lost-Exposition

Um die Wirkung von S-Lost auf den Reifungsprozess Keratinozyten zu untersuchen,
sollte die Proliferationsrate der Zellen mit Hiltkes WST-1-Testes quantifiziert und die
Expression spezifischer Markerproteine wie Keratinavolucrin und Loricrin auf mRNA
(gRT-PCR) und Proteinebene (Western Blot) bestimerten.

3. Untersuchungen der Migrations-/Invasionskapaazitin Keratinozyten unter
dem Einfluss von S-Lost

Fur Studien der Migrationsfahigkeit von Keratinaaytnach Exposition mit S-Lost war der

Einsatz des TranstHSystems geplant.

4. Analyse der MAPK-Signaltransduktionswege in Kecayten

Zur Aufklarung einer moglichen Beteiligung von MAP¥gnalwegen bei Differenzierung
und Migration primarer Keratinozyten sollten spezifie Inhibitoren gegen die Kinasen p38
(SB203580) und ERK1/2 (PD98059) zum Einsatz kommen.
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D MATERIAL UND METHODEN

D.1 Material

D.1.1 Chemikalien

Bezeichnung

BSA

DTT

Essigsaure p.A.

Ethanol p.A.

Glycerin

Glycin

Methanol p.A.

Natriumchlorid

PhastGel Blue R (Coomassie)

Hersteller/Lieferant
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Amersham Biosciences, Freiburg

Tris-Base Sigma, Deisenhofen
Tris-HCI Sigma, Deisenhofen
Triton X-100 Merck, Darmstadt
Tween 20 Sigma, Deisenhofen
D.1.2 Losungen, Puffer und spezielle Medien

Bezeichnung
10x 0,1 % TBST

Einfriermedium fur NHEK

FAD-Mischkulturmedium

Probenpuffer (Zymographie)

10x Laufpuffer (Zymographie)

Renaturierungslésung (Zymographie)
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Zusammensetzung
24,2 g/l Tris-Base

80 g/l NaCl

10 ml/l Tween 20
80 % KGM-2

10 % DMSO

10 % FKS

125 ml HAM's F12 mit NaHGO

375 ml DMEM
25 ml FKS
2,5 ml Penicillin (50000 U)
0,5 ml Adenin (12 g/ml)
2,5 ml Insulin (5 mg/ml)
50 | EGF (500 ng/ml)

126 mM Tris-HCI
20 % Glycerin
4 % SDS
0,005 % Bromophenolblau

30,28 g/l Tris-Base
144 g/l Glycin
10 g/l SDS

2,7 % Triton00-1
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Bezeichnung
Entwicklungspuffer (Zymographie)

Farbelbsung (Zymographie)

Praservierungslosung (Zymographie)

D.1.3 Agenzien fur die Zellkultur
Bezeichnung

2,2'-Dichlordiethylsulfid (S-Lost)
Calciumchlorid

Diff-Quick

Dimethylsulphoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Fotales Kalberserum (FKS)

Humane extrazellulare Matrix (hEZM)
Humanserum (HS)

L-Glutamin

Minimum Essential Medium (MEM)
Mitomycin C

Nutridoma SP

PD98059

Penicillin/Streptomycin

Phosphate Buffered Saline (PBS)
“Roosewelt Park Memorial Institute” (RPMI)
SB203580

Trypanblau

Zusammensetzung

50 mM Tris, pH 7,5
200 mM NacCl
5 mM CaC}
0,2 % Brij35

0,002 % Coomassie Bl@&ER-
30 % Methanol
10 % Essigsaure
PhastGel-Blue-R Tablette

5 % Glycerin

20 % EtOH

Hersteller/Lieferant
TNO, Rijswijk, idderlande
Promocell, Heidelberg
Dade Diagnostika, Minchen
Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

PAA Laboratories, Pagghi
BD Bioscienc8an Jose, USA
PAA Laboratories, Pasching
Biochrom KG, Berlin
PAA Laboratories,deling
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Calbiochem, Merck, Darmstadt
Biochrom KG, Berlin
PAA LaboratoriascRing
PAA Latadories, Pasching
Calbiochem, Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

MATERIAL
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D.1.4 Zellen

- 0o o O T

Zellen

Zelllinien
HaCaT®
HMEC-1°%
THP-1 %

Primare Zellen
PMN-Granulozyten
hMSC

NHDF

NHEK

NHEK

HEK

Hautmodell

Mischkultur
AST2000

Fa. Agenolab

10 % FKS (Hitze-inaktiviert)

2 mM L-Glutamin
100 units/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2% FKS
Insulin (5 g/ml)

Zelltyp

Immortalisierte Keratinozyten
Mikrovaskulare Endothelzellen
Akute monozytéare Zellen

Polymorphonukleére Granulozyten
Humane mesenchymale Stammzellen
Normale humane dermale Fibroblasten
Normale humane epidermale Keratinozyten
Normale humane epidermale Keratinozyten
Normale humane epidermale Keratinozyten

NHDF und HaCaT

Humanes Full-Thicknes$ Hautmodell aus
primaren Keratinozyten und Fibroblasten
Humanes Full-Thicknes$ Hautmodell aus
priméren Keratinozyten und Fibroblasten

Gentamicin, Amphotericin B
hFGF-B

BPE 0,004 ml/ml)
hEGHO0,125 ng/ml)
Epinephrin (0,39ug/ml)
Transferrin (10 g/ml)

g
h
i
i

k
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Hersteller/Lieferant

Prof. Fusenig, Fueth
DSMZ, Braunschweig
DSMZ, Braunschweig

pertlerblut
Lonza, Wgpert
Lonza, pEugal
Lon¥appertal
Praetiokleidelberg
Celim@dchamps, Frankreich

Lonza und Prof. Fusenig
CellSystems, St. Katharinen
Agenolab

m

Hydrocortison (0.33 g/ml)
L-Glutamin

MSC Growth Supplement
Calcium (0,15 mM)

- OO0 T O >

VEGF

Medium

DMEM
GNE-2-MV
RPMAQ6

RPMI 1640
MSCBM
FBM
KGM-2
KGM-2
KGM

FAD-

Zusatze
(laut Hersteller)

a, b, cd
e, g,hjmrst

a, b, cd

a, b,cd

g,n, o

e f,gh

f,o, i)kl mp
f,i,j,k I,m,p

f.p.q

a,cfju

Mischkulturmedium

Erhaltungsmedium

Erhaltungsmedium

Keratinocyte Growth Supplements

S
t

u

R-IGF-1
Ascorbinsaure
Adenin (12 pg/ml)



D.1.5 Agenzien und Kits fur zellbiologische, molekularbidogische und

proteinchemische Techniken

Fur zellbiologische Techniken

Bezeichnung

Alizarin-Rot

Dexamethason
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX)
Indomethacin

Insulin
L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
Oil-Red-O

Polymorphpre®

WST-1 Proliferationsassay
XTT Cell Proliferation Kit Il

Fur molekularbiologische Techniken

Bezeichnung
-Mercaptoethanol
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |
QIAshredder
QuantiTect Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit
Spezifische Primer fur gRT-PCR

Fur proteinbiochemischeTechniken

Bezeichnung

Complete Mini Inhibitor Cocktail
Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit
ECL Blotting Detection Reagent
Hyperfilm-MB

Immobilon-P

Milchpulver

Novex 10 % Zymogram (Gelatin) Gel
NuPAGE™ LDS sample buffer
NuPAGE™ Novex 4-12 % Bis Tris Gel
Whatman Filterpaper Nr.1

Hersteller/Lieferant
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Axis-Shield, Dundee, Schottland

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Hersteller/Lieferant
Sigma, Deisenhofen
Radkiannheim
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Search-LC, Heidaber

Hersteller/Lieferant
Roche, Mannheim
Pierce, IlIg)dJSA
GE Healthcare, Rregb
GE Healthcare, Freiburg
Millipore, Bedford, USA
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Kaulse
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Kadke
Whatman, Ammerbuch

MATERIAL
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Primar-Antikorper Spezies
Keratinozyten-Differenzierung

Keratin-1 Kaninchen 1:1000
Involucrin Kaninchen 1:1000
Loricrin Kaninchen 1:1000
PCNA Maus 1:1000
MMP/TIMP-Expression

TIMP-1 Maus 1:500

MAPK-Signalweg
p38 (total p38)
phospho-p38

Kaninchen 1:1000
Kaninchen 1:1000

p42 (total ERK) Maus 1:2000
phospho-p44/42 (ERK1/2)  Maus 1:2000
Ladungskontrolle

b-Aktin Kaninchen 1:3500
Sekundar-Antikorper Verdinnung
Anti-Maus 1:1000
Anti-Maus 1:8000
Anti-Kaninchen 1:1000
Anti-Kaninchen 1:8000

D.1.6 Gerate

Verdinnung

Hersteller/Lieferant

Covance, New Jersey, USA
Covance, New JerseyAUS
Covance, New Jersey, USA

Santa Cruz Biotechnologies,
Santa Cruz, USA

Abcam, Cambridge, USA

Cell Signaling,g8chusetts, USA
Abcam, Cambridge, USA

Cell Signaling, Massesgts, USA
Cell SignalMgssachusetts, USA

Abcam, Cambridge, USA

Hersteller/Lieferant
GE Healthcare, Freiburg
Cell Signaling, MassachusettSA
GE Healthcare, Freiburg
Cell Signaling, MassachtsseiiSA

Bezeichnung

Autoklaven

Systec 3850

VST 500-C 12D

Photo-/Fluorimeter

Biophotometer

DigiScan 400 (ELISA-Reader)
NanoDrop

Spectrofluorimeter Safire 2

Thermal printer DPU-414

Analytische Waagen

Analytic Balance, 3716MP (0,001-250 g)
Analytic Balance, A 120 S (0,001-12 g)
Zell-Inkubator

FunctionLine

HeraCell 240

Zentrifugen

Biofuge pico

Megafuge 1.0R

Universal 32R

30 | MATERIAL

Firma Hersteller/Lieferant

Systec GmbH, Wettenberg
Zirbus, Bad Grund

Eppendorf, Hamburg

ASYS Hitech GmbH, Atsstr
Peqlab Biotechnology, Erlangen

Tecan, Crailsheim

Seiko Instruments, Neunlagg

Sartoriusttiagen
Sartori@sttingen

Heareus, Minchen
Thermo Scientific, Karlsruhe

Heraeus, Minchen
Heraeus, Minchen
Hettich, Tuttlingen



Elektrophorese

BioMax Filmkassette
Geltrocknungsrahmen

Power Supply EPS 301 und EPS 601
XCell SureLock™ Mini-Cell
Proteintransfer

Power Supply EPS 301 und EPS 601
XCell SureLock™ Blot Module
Mikroskope

Olympus CK X41

Olympus 1X70

Wasserbader

Ecoline 001

WB350

Schiuttler

Roller RM5

Taumel-Schittler Polymax 1040
Sonstiges

Cellsta® Multiwell-Platten
Cellsta® Zellkulturflaschen
Eismaschine AF-10

Kodak, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Amersham Biosgiémeiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Amersham Biosgidtignchen
Invitrogen, Karlsruhe

Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg

Lauda, Lauda-Konigshofen
Memmert, Schwabach

Uniequip, Planegg
Heidolph, Schwabach

Greiner Bio One, Frickenhausen
Greiner Bio One, Frickenhausen
Scotsman, Frimont, Italien

Fluoroblok -Platte, 96-Well, 8 um PorengroReBD Biosciences, San Jose, USA

HeraSafe Werkbank

Hybridisierungsofen, Hybridizer HB-100

Lightcycler™ 2.0

Nalgene Einfrierbox
Nunclon™ Multiwell-Platten
Nunclon™ Zellkulturflaschen
pH-Meter Typ 525

Scanner GS-800
Thermomixer Comfort

TranswelD System, 24-Well, 8m PorengroRRe
Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer Typ RC 10.9

D.1.7 Software

Bezeichnung

CorelDRAW 12

LightCycler Software 3.5
Microsoft Office EXCEL 2003
Origin 8G

Quantity One

XFluor4 Safire2

Heraeus, Miinchen
UVP, Labarat Products, USA
Roche, Mannheim

Thermo Fisher Scientific, Rdd&j Danemark

NUNC, Wiesbaden
NUNC, Wiesbaden
WTW, Weilheim
Biorad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Costar, Pleasanta, USA
Jouantddnaching

Hersteller/Lieferant

Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Roche, Mannheim
Microsoft, Unterschlslgeim
OriginLab, Massachusetts, USA
Biorad, MlUnchen
Tecan, Crailsheim
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D.2 Methoden

D.2.1 Zellbiologische Methoden

D.2.1.1  Exposition von Zellen mit S-Lost

2,2'-Dichlordiethylsulfid (S-Lost) wurde als 8 M @tmlésung mit 100 % Ethanol 1:10
verdunnt und anschlieend mit MEM-Medium in einedkonzentration von 10-300 uM zu
den zu untersuchenden Zellen gegeben. Die Expostrtolgte bei Raumtemperatur (RT)
unter dem Abzug, da es bei 37 °C zu einer zu stdm@lbreaktion von S-Lost kommt. Nach
einer 30-mindtigen Inkubation wurden die Zellen MBS gewaschen und bis zu den
verschiedenen Zeitpunkten der Aliquot-Entnahme s@tumfreiem Zelltyp-spezifischem

Medium im Brutschrank kultiviert.

D.2.1.2  Kultivierung der Hautmodelle

Bei den 3-dimensionalen Hautmodellen der FirmerSystems (AST2000) und Agenolab
handelt es sich um sogull-ThicknessModelle, die vom Aufbau her aquivalent sind. Das
Modell der Fa. Agenolab, das eigentlich nicht fig Borschung zuganglich ist, wurde uns mit
6 Einsatzen einmalig vom Hersteller zur Verfuguegtglit.

Direkt nach Lieferung wurden die Hautmodelle ineeimit Erhaltungsmedium beftllte
6-Well-Platte Uberfiihrt. Bis zur Durchfihrung despBriments wurden sie Uber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C in einer Atmosphare von 5 %, @Qind Wasserdampfsattigung

inkubiert. Nach dieser Adaptionsphase erfolgteB#ibandlung mit S-Lost.

D.2.1.3  Kultivierung und Differenzierung von primaren Zellen

D.2.1.3.1 Normale humane epidermale Keratinozyten (NHEK)

Die Zellen wurden kommerziell in kryokonserviertarm erworben. Zum Auftauen erfolgte
eine 1 Y2-minttige Inkubation im Wasserbad bei 37 AGschlie3end wurden die Zellen in
5 ml auf 37 °C vortemperiertem Kulturmedium resustiert und direkt in zwei 75 ¢m
(T75)-Kulturflaschen mit einem Endvolumen von 15Mdédium ausgesat.

Um die empfindlichen NHEK nach Expansion nochmaiz@&rieren, wurden verschiedenste
Konditionen fur die Kryokonservierung ausgetessahlussendlich stellte sich folgende Vor-

gehensweise als schonendste fur die Zellen heraus:
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Die NHEK wurden in einer Dichte von 0,5 - 1 x*Iellen pro ml in Einfriermedium (80 %
KGM2, 10 % FCS, 10 % DMSO) suspendiert und als JAhguots in Kryoréhrchen verteilt.
Diese wurden zunéchst in einer Einfrierbox Uberhtidei -80 °C eingefroren und anschlie-

Bend in flissigem Stickstoff gelagert.

Kultivierung
NHEK wurden von unterschiedlichen Anbietern bezofmehe D.1.4). Die Aussaat der Zel-

len erfolgte in einer Dichte von 7.500 Zellenfcmit dem jeweiligen Wachstumsmedium und
stets ohne Serumzusatz bei niedrigen Calciumkorat@nien (0,1 mM C&). Die
Expansionsphase fur die NHEK reichte bis zur 3. dndPassage, in der die Experimente
durchgefuhrt wurden, da vitro nur etwa 15 Verdopplungszyklen dieser Zellen nubgéind.
Sobald NHEK eine Konfluenz von etwa 80 % erreichtgarden sie subkultiviert, um eine
Kontakt-induzierte Veranderung der zellularen Eggraften zu verhindern. Vor der Ablo-
sung der primaren Keratinozyten erfolgte ein Wasichd mit PBS. Nach Inkubation der
Zellen mit einer Trypsin/EDTA-LO6sung flr je 3 Mirart bei RT und im Brutschrank bei 37°C
wurde die Flussigkeit mit den abgelosten Zellenealognmen und in einem Zentrifugations-
réhrchen mit dem gleichen Volumen Neutralisieruagshg versetzt. Nachfolgend wurden
die Zellen fir 5 Minuten bei 200 x g pelletiert, finsschem Medium resuspendiert und in

einem Verhaltnis von 1:3 in neuen Zellkulturflasclaeisplattiert.

Differenzierung

Bei den von uns verwendeten NHEK handelte es sicleme Population unreifer Keratino-
zyten, die gute Proliferationseigenschaften besitaed zu reifen Keratinozyten ausdifferen-
ziert werden konnten.

Die Induktion der Differenzierung erfolgte zum aindurch das Erreichen der Konfluéhz
und zum anderen durch Erhéhung def'@@nzentration von 0,1 mM auf 2,0 mMiIn allen
Experimenten wurde unter subkonfluenten Bedingungemarbeitet, um jederzeit die
Differenzierung durch Veranderung deGKonzentration einleiten zu kénnen.

Ein erfolgreich induzierter Differenzierungsprozegar durch die quantitative Bestimmung
von Differenzierungsmarkern (Keratin-1, Involucrimricrin) auf RNA- und Protein-Ebene

zu belegen.
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D.2.1.3.2 Normale humane dermale Fibroblasten (NHDF)

Kultivierung
NHDF wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer Atml&re von 5 % COund Wasser-

dampfséttigung kultiviert. Alle drei bzw. vier Tagairde das Medium gewechselt. Beim Er-
reichen der Konfluenz konnten sie, wie in D.2.1i4 &dharente Zellen beschrieben, sub-

kultiviert oder geerntet werden.

D.2.1.3.3 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC)

Kultivierung

hMSC wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer Atpiodre von 5 % COund Wasser-
dampfsattigung kultiviert. Ein Mediumwechsel erfelgm Abstand von 3-4 Tagen. Hatten
die Zellen einen Konfluenzgrad von 90 bis 95 % iehte konnten sie, wie in D.2.1.4 far

adharente Zellen beschrieben, subkultiviert oderrget werden.

Induktion und Nachweis der adipogenen und osteaggBifferenzierung

Ein Charakteristikum der hMSC ist deren Fahigkeitvitro und in vivo in verschiedene
mesenchymale Zelltypen ausreifen zu kontfadierzu wurden die Zellen in speziellen Dif-
ferenzierungsmedien kultiviert, die die Entwicklungeine entsprechende Richtung beglnsti-
gen. Die Zusammensetzung der Differenzierungsmethasiert auf den Angaben von
Pittengeret al®® fiir den adipogenen und von Jaisvealal® fur den osteogenen Zelltyp.
Dabei wurden die hMSC in 6-Well-Kavitdten zunachgbkonfluent ausgesat, so dass sie zu
Beginn der Differenzierungsinduktion konfluent ware

Um die_adipogene Differenzierung zu induzierenulikrte man konfluente Zellen mit einem
Induktionsmedium bestehend aus dem Basalmedium DM&die 10 % (v/v) FKS, 40
IU/ml Pen/Strep, 4 mM L-Glutamin, 1 pM Dexamethas@d0 uM Indomethacin, 16g/ml

Insulin und 0,5 mM 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMXDie Zellen wurden tber einen Zeit-
raum von 2-3 Wochen abwechselnd 5 Tage in diesediuvieund 2 Tage im Erhaltungsme-
dium kultiviert, welches das Basalmedium DMEM sowi® % (v/v) FKS, 40 1U/ml
Pen/Strep, 4 mM L-Glutamin und b®/ml Insulin beinhaltete.

Fur den Nachweis der adipogenen Differenzierunghd$C, wurden die dafur charakteris-
tischen Fettvakuolen mit dem Farbstoff Oil-Red-@eféarbt. Dies erfolgte nach Fixierung
der Zellen in 10 % Formalin, pH 7, fir 2 Minuten B20 °C und anschlieRender Behandlung
mit 50 % Ethanol. Unter Verwendung einer 0,2 %-igeit-Red-O/Isopropanol-Losung
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wurden die Fettvakuolen fur 20 Minuten bei RT adgef. Nach einem weiteren Waschschritt
mit 50 % Ethanol und Aqua dest. erfolgte die Ausweg rot gefarbter Zellen am Mikroskop.
Die Extraktion des Farbstoffes mit einem Puffertblesnd aus 50 % Ethanol und 2 % (w/v)
SDS und die anschlieRende photometrische Messurg0benm ermdglichte eine quantita-

tive Bestimmung der Rotfarbung bzw. Fettvakuoleshinig in den Zellen.

Die osteogene Differenzierung erfolgte ebenfalleri®3 Wochen in einem Medium beste-
hend aus dem Basalmedium DMEM unter Zusatz von 10/% FKS, 100 nM Dexametha-

son, 10 mMb-Glycerolphosphat und 5@M L-Ascorbinsédure-2-Phosphat. Das Medium
wurde im Abstand von 3-4 Tagen erneuert.

Fur den Nachweis der osteogenen DifferenzierunglauhMSC zur Uberpriifung der Mine-
ralisierungsfahigkeit mit dem Farbstoff Alizarin-Rgefarbt. Hierfir wurden die Zellen zu-
nachst dreimal mit PBS gewaschen und anschlieRehd0n% Ethanol fur 1 Stunde bei
-20 °C fixiert. Nach einem Waschschritt mit Aquastdevurde der Anteil an intrazelluléaren
Calciumablagerungen mit einer Alizarin-Rot-L6sud@ (M, pH 4,1) fir 10 Minuten bei RT
auf einem Schuttler gefarbt. Nachdem die Zellerewrmmit PBS gewaschen wurden, um sie
von Uberschissigem Farbstoff zu befreien, erfolligeAuswertung rot gefarbter und somit

osteogen differenzierter Zellen am Mikroskop.

D.2.1.3.4 Polymorphonukledre (PMN-) Granulozyten

Isolierung und Kultivierung

Fur die Gewinnung von PMN-Granulozyten erfolgte beiwilligen gesunden Probanden
zunachst eine Abnahme von Vollblut in EDTA-RG6hrchen

Nachfolgend uberschichtete man 5 ml des Separatietisms Polymorphpré€p mit 5 ml
EDTA-Vollblut in einem 15-ml-Zentrifugationsréhrchéei einer Temperatur von 18-22 °C.
Zur Ausbildung des Dichtegradienten und Auftrennuieg verschiedenen Zelltypen wurde
eine Zentrifugation fur 30 Minuten bei 450-500 xigd RT in einem Ausschwing-Rotor vor-
genommen. Danach war im Réhrchen eine obere Baggteliend aus mononukledren Zellen
und eine untere Bande aus PMN-Zellen zu untersehei®ie so angereicherten Zellen
konnten dann jeweils mit einer Pasteurpipette atwgemen werden. Die PMN-Fraktion
wurde durch Zugabe von 1 ml Medium (1:1 verdunnt IH3O) verdinnt, in einem 15-ml-
Reaktionsgefald bei 400 x g fur 10 Minuten bei RZemtrifugiert, mit RPMI-Medium gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Die so gewonnenelle@ konnten dann mit RPMI/Nu-

Medium in Kultur genommen werden.
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Zellfarbung
Fur die Anfarbung eines Blutausstriches wurde Qiffick verwendet. Dabei handelt es sich

um eine modifizierte Pappenheim-Farbung, bei dehaxierung der Praparate zunéchst das
eosinophile Zytoplasma mit Losung | (Xanthen-Faofistund nachfolgend der basophile
Zellkern mit Losung Il (Thiazin-Farbstoff) angefaswerden. Nach dem Abspullen mit Aqua
dest. werden die Praparate an der Luft getrockredchlieRend konnen die morphologischen

Veranderungen unter dem Lichtmikroskop ausgeweartetien.

D.2.1.4 Haltung von Stammkulturen

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C in gidégmosphére von 5 % CQund Wasser-
dampfséttigung kultiviert. Die Passagierung dem®tkulturen erfolgte in 25 c(T25)-
Flaschen routineméaRig zweimal pro Woche unter Veduag entsprechender Medien (siehe
D.1.4). Hierfur wurden die Suspensionszellen in Zamtrifugationsréhrchen tberfuhrt, bei
250 x g abzentrifugiert, in frischem Medium resusgiert und in entsprechende Zellkultur-
flaschen Gberfuhrt.

Adharente Zellen hingegen wurden zunachst mit P88agchen, um eine Inaktivierung des
Trypsins durch Rickstdnde des im Medium enthalt&emms zu verhindern. Nach Zugabe
der Trypsin/EDTA-L6sung und einer 5-mindtigen Inktibn im Brutschrank konnten die

Zellen abgel6st und in neue Zellkulturkavitaten mgchem Medium ausgesat werden.

Fur Experimente unter serumfreien Bedingungen wdddales Kalberserum (FKS) durch
1 % Nutridoma SP als Supplement ersetzt.

D.2.1.5 Mischkultur von HaCaT-Keratinozyten und priméren Fi broblasten

Um die gegenseitige Beeinflussung unterschiedlicaditypen aus Epidermis und Dermis
unter Ermdglichung von Zellkontakt untersuchen parien, wurden HaCaT-Keratinozyten
mit primaren Fibroblasten (NHDF) in einer sog. Mikaltur inkubiert.

Arretierunqg der priméren Fibroblasten mit Mitomy€n

Fur die Herstellung der zweidimensionalen Mischkultivurden Proliferations-arretierte
Fibroblasten benotigt. Die Arretierung der Zellenirem Zellzyklus und die sich daraus

ergebende Wachstumshemmung sind nétig, um einewbberung der Keratinozyten bei
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der Cokultivierung zu verhindern. Hierfir wurdemtsprechend dem leicht abgewandelten
Protokoll von G. E. Jone¥®, die Fibroblasten (iber einen Zeitraum von 8 Staride Brut-
schrank mit Mitomycin C (8 pg/ml) inkubiert, was einem Anhalten des Zellzyklus fihrt.
Die Zellen wurden anschlie3end zweimal mit PBS gelhan und unter Standardbedingun-

gen weiter in Kultur gehalten.

Herstellung der Mischkultur

Die Proliferations-arretierten Fibroblasten wurdgandardmaRig trypsiniert, in Zellkultur-
schalen mit einer Zellzahldichte von“*1Rellen/cnf in FAD-Mischkultur-Medium ausgesét
und dann im Brutschrank inkubiert. Nach 24 Stundemen die Fibroblasten adh&rent, so
dass die Zugabe von humanen immortalisierten Keragten (HaCaT) in einer Zelldichte

von 10 Zellen/cnt erfolgen konnte.

Fur serumfreie Bedingungen wurde die Mischkultur Versuchsbeginn mit PBS gewaschen
und in FAD-Mischkulturmedium mit 1% Nutridoma SPltkuiert.

Stimulation der Zellen mit konditionierten Medien

Fur eine Analyse der parakrinen Wirkung von sezgten Proteinen wurden Zellen mit kon-
ditionierten Medien (KM) eines anderen Zelltypsublert. Zur Untersuchung der parakrinen
Wirkung von Proteinen immortalisierter KeratinozaytéHaCaT) und primarer Fibroblasten
(NHDF) wurden die Zellen in 6- oder 12-Well-Plattausplattiert. Fur die Stimulation wur-
den KMs von unbehandelten und S-Lost-behandeltdarz@HaCaT, NHDF) benutzt.

Um die Beteiligung eines definierten Proteins ameri beobachteten zellularen Effekt zu
belegen, wurden neutralisierende Antikorper eingésdie durch Bindung an das spezifische
Antigen dessen biologische Aktivitat aufheben. lalldé- sezernierter Proteine wurden die
KMs mit den entsprechenden neutralisierenden Arpigin 10 Minuten vorinkubiert und
nachfolgend zu den Zellen gegeben. Zur Blockieramig Membranrezeptoren erfolgte eine
5-mindtige Vorinkubation der Zellen mit dem entggrenden Antikérper vor Zugabe der
KMs.
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D.2.1.6 Bestimmung der Zellproliferation und Vitalitat

Sowohl der WST-1water soluble tetrazolium) als auch der XTT-Test dienen der Bestim
mung der Zellproliferation und Vitalitat der Zellebie Assays basieren auf einer enzymati-
schen Umsetzung des gelben Tetrazolium-Salzes W&HF{3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitro-
phenyl)-2H-5-Tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) helzungsweise des XTT (Sodium 3,3-)-
bis(4-methoxy-6-nitro)benzene sulfonic acid hydyradte das jeweilige rote Formazan. Die
Enzyme, die fur diese Umsetzung verantwortlich sbedinden sich in den Mitochondrien, so
dass ein Farbumschlag auf eine intakte Atmungskettesomit auf vitale Zellen schlie3en
lasst. Die Intensitat der Farbung ist proportianal Zellzahl und gibt somit Aufschluss tber
die Zellteilungsrate.

Der Vorteil des WST-1-Proliferationsassays gegendeen zuvor entwickelten XTT-Assays
besteht darin, dass das gebildete Formazan waslsdrltund stabiler ist, so dass die
Messungen in den abgenommenen Uberstanden durbingefid die Zellen nach der Be-
handlung weiter verwendet werden kdénnen.

In unseren Experimenten wurden die Zellen 2 Stumdi#érdem WST-1- oder XTT-Reagenz
(2:20) in Zellkulturmedium inkubiert. AnschlieRerdolgte die Quantifizierung der Farbung

bei 450 nm in einem Photometer.

D.2.1.7 Bestimmung der Zellzahl

Bei lebenden Zellen kénnen bestimmte Farbstoffe av8 Trypanblau nicht ins Zellinnere
gelangen, wahrend sich tote Zellen mit dem ent$reaen Farbstoff anfarben. Somit ist eine
mikroskopische Unterscheidung vitaler Zellen varemomoglich.

Die zu untersuchende Zellsuspension wurde im Varisal:1 mit Trypanblau-Lésung [0,5 %
(w/v) Trypanblau in HO dest. sterilfiltriert] versetzt und gemischt. Ahbe3end wurde der
Anteil vitaler ungefarbter Zellen im Vergleich zefgrbten toten Zellen in einer Neubauer-

Zahlkammer bestimmt.

D.2.1.8 Bestimmung der zellularen Migration

ScratchAssay
Untersuchungen zur Migrationsfahigkeit von Zellem Kontext der Wundheilung erfolgten

unter Verwendung des so§cratchAssays-"* Hierfur wurden Zellen in 6-Well-Platten bis

zur Konfluenz gezichtet, bevor in den Zellrasen hhife einer Pipettenspitze bis zu 3
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parallel verlaufende ,Kratzer‘Scratche} eingebracht wurden. Die durch diese Behandlung
verletzten Zellen und maoglicherweise von ihnen getgene Faktoren wurden nicht entfernt,
um die Situation in einer Wunde zu simulieren. Nwaorden die Scratchesmit einem
Mikroskop unter Zuhilfenahme einer Kamera dokunehtjt= 0 Stunden). Nach Inkubation
der Ansatze mit verschiedenen Medien und Zusate€nsich der Verschluss d8cratches
als Ausdruck zellularer Migration zu verschiederi&sitpunkten vermessen und mit den
Kontrollansatzen vergleichen.

Bei den verwendeten Medien handelte es sich ausBtbh um serumfreie Medien, um ein

Einbringen exogener Migrations-stimulierender Fedozu vermeiden.

Migrations- und Invasionsassay im Transﬂéﬂvstem

Die Migrationskapazitat der Zellen und die Invaskepazitat, bei der die Zellen durch
rekonstituierte Basalmembranen in Richtung eineszi€atrationsgradienten wandern, wurde
in einemin vitro-Modell unter Verwendung des sog. Trans%étb/stems der Fa. Costar
untersucht (Abb. 11). Dieses besteht aus Einsatienn die Vertiefungen einer 24- oder 96-
Well-Platte eingebracht werden und eine Membran8mitn Porengrof3e enthalten. Dadurch
entstehen zwei rAumlich voneinander abgegrenztep&daimente.

Insert

oberes
Kompartiment

Zellen

humane EZM
Well
= Filtermembran
unteres

Kompartiment Humanserum

als Lockstoff

transmigrierte Zellen

Abb. 11: Schematische Darstellung des TranswelSystems zur Bestimmung der Invasionsrate
Fur Details siehe Text.

(Abbildung modifiziert nach Egé%)
Vor dem Einsetzen der Zellen in das obere Kompariinder 24-Well-Platten wurden die
Membranen mit 10 g humaner extrazellularer Matrix (hEZM) beschichtetir die Be-
schichtung wurde die hEZM in 200 serumfreiem RPMI-Medium suspendiert, in das obere
Kompartiment auf die Membran pipettiert und unteriken Bedingungen tber Nacht bei RT
inkubiert, wobei die Flussigkeit verdampfte undeegieichmallige Beschichtung der Memb-
ranen gewahrleistet wurde. Bevor die Zellsuspensiatas obige Kompartiment eingebracht
wurde, erfolgte das Rehydrieren der Membranen ddcwgfabe von 2001 RPMI. In das un-
tere Kompartiment wurden 600 Medium gefullt, das als Lockstoffmischung fur mey
rende Zellen 10 % Humanserum enthielt.
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Nach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37 eifblgte die Quantifizierung der
transmigrierten Zellen. Hierfir wurden zunéachst alig der Filtermembran im oberen Kom-
partiment liegenden, nicht migrierten Zellen mitfelieines Wattestdbchens entfernt. Fur die
Visualisierung der durch die hEZM und die Membrampoauf die Unterseite der Membran
gewanderten Zellen kam die Diff-Quick-Farbung zumsitz, bei der Zellen durch kurzzeiti-
ges sequentielles Eintauchen in drei Lésungenrfixied gefarbt werden (siehe D.2.1.3.4).
Die Anzahl der gefarbten Zellen auf der Untersdite Membran wurde lichtmikroskopisch
bestimmt.

Die Migrations- und Invasionsrate ist das Verh&ltwon den gewanderten Zellen im unteren
Kompartiment und der eingesetzten Gesamtzellzaméchliel3end wurden die Wanderungs-
raten durch Bildung des Quotienten aus (mit S-Loster C&") behandelter Zellen und
unbehandelter Zelle miteinander verglichen.

Ein spezielles Transw@HSystem stellen die FluoroblokPlatten (96-Well) der Fa. BD
Biosciences dar (Abb. 12). Bei diesem System hestalie Inserts aus einer Fluoreszenz-
-undurchlassigen PET-Membran, so dass man die #&luoreszenz-gefarbten Zellen, die ins
untere Kompartment gewandert sind, mit deotijom-read-Funktion eines Fluoreszenzrea-

ders (Tecan Safire) bestimmen kann.

Abb. 12: Fluoroblok -Platte mit spezieller Fluoreszenz-undurchlassigeMembran

Fir Details siehe Text.
(Abbildungen von BD Biosciences)

Die Durchfuhrung dieses Zellwanderungs-Assays solaidet sich in einigen Punkten von
dem zuvor beschriebenen System. So wurden dierZelleen Tag vor dem Versuch mit
10 pg/ml DIO (3,3Dioctadecyloxacarbocyaninperchlorat) angefarbhem Fluoreszenz-
Farbstoff der sich in die Zellmembran einlagertf3atdem wurden fur die Beschichtung nur
2,5 ug hEZM pro 96-Well eingesetzt. Zu ausgewahteiripunkten schlie3lich wurde die
Migrations- oder Invasionsrate in einem Fluoreseesder bei einer Extinktion von 485 nm

und Emission von 530 nm bestimmt.
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D.2.2 Molekularbiologische Methoden

D.2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Fiur die Gewinnung der Gesamt-RNA aus eukaryontis&etlen wurde der RNeasy Mini Kit
der Firma Qiagen verwendet, mit dem bis zu 100 pg\Rwufgereinigt werden kdonnen. Die
Lyse der Zellen erfolgte in 350 pl RLT-Lysepuffder mitb-Mercaptoethanol (1 % Endkon-
zentration) versetzt wurde. Unter Verwendung eiseg. QIAshredder-Saule wurde das
Zelllysat durch 2-minttige Zentrifugation bei 13008 g homogenisiert. Das Homogenat
wurde anschlieBend mit 350 pl 70 %-igem Ethanosefzt, um geeignete Bedingungen fur
die Bindung der RNA an die Silica-Matrix der RNe&jule zu gewéhrleisten, die unter
Zentrifugation bei 13.000 x g fur 15 Sekunden gt@l Die nachfolgenden Waschschritte mit
RW1- und RPE-Puffer wurden unter Zentrifugation toe@iximaler Geschwindigkeit durchge-
fuhrt. Abschliel3end konnte die Gesamt-RNA mit 4RNAse-freiem Wasser eluiert werden
(1 Minute, 13.000 x g).

D.2.2.2 cDNA-Synthese

Als Voraussetzung fur eine Quantifizierung speeliey Gentranskripte mittels PCR muss
MRNA in cDNA uUberflihrt werden. Dies erfolgte uniégrwendung des QuantiTect Reverse
Transcription Kits mit einem Einsatz von 500 ng &asRNA. Diese wurde zunachst mit
RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1&ufdeftllt. Um in spateren Reaktio-
nen keine stérende genomische DNA zu haben, wund2-mindtiger Verdau bei 42 °C mit
2 1l gDNA wipeout(7x) Puffer durchgefihrt. Im Anschluss fand bei°2fur 15 Minuten
die cDNA-Synthese statt, zu der ein Puffer bestdraars 1 pl reverser Transkriptase (RT),
4 pul Quantiscripd RT-Puffer (5x) und 1 pl RT-Primer Mix benétigt vde. Um die cDNA-
Synthese am Ende der Inkubationszeit zu stoppéolgtr die Inaktivierung der reversen
Transkriptase bei 95 °C fur 3 Minuten.

FUr den Einsatz im LightCycler wurden die cDNA 20 pl RNAse-freiem Wasser ver-

didnnt.
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D.2.2.3  Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Die guantitative Bestimmung der Kopienzahl der tiea Gentranskripte wurde unter Ver-
wendung des LightCycler 2.0-Systems der Firma Rochehgefthrt.

In jedem Reaktionsansatz wurden 7 pl cDNA mit Primer fur das zu untersuchende Gen
sowie mit 1 pl Reaktionspuffer und 3 pl Wasser &tats Der Reaktionspuffer enthielt den
Farbstoff SYBR Green |, die Tag DNA-Polymerase diMI'Ps. SYBR Green | interkaliert in
doppelstrangige PCR-Produkte, so dass deren Akgtiibin (ber den Anstieg des Fluores-
zenzsignals gemessen werden kann. Uber die Verdgsreihe eines Standards mit genau
definierter Kopienzahl kann berechnet werden, wedevKopien urspriinglich im Proben-

material vorhanden waren.

Die PCR-Bedingungen wurden vom Hersteller (SeaiCh-tler spezifischen Primer vorge-
geben. So erfolgte die Denaturierung der cDNA didtitzung auf 95 °C fir 5 Minuten. Die
Vervielfaltigung spezifischer Transkripte geschaischlie3end in 35 Amplifikationszyklen.
Jeder dieser Zyklen gliederte sich in drei aufedleafolgende Phasen, die bei einer Fluores-
zenzverstarkung von 5 durchgefiihrt wurden: Beinsd@kiindigen Erhitzen auf 95 °C wurden
die DNA-Strange in Einzelstrange zerlegt. Daralgtioein Annealingschritt bei 68 °C fur 10
Sekunden, bei dem sich die Primer an die Einzelggdanlagern. Wéhrend des an-
schlieBenden 16-sekindigen Elongationsschrittd®&C synthetisierte die Polymerase vom
Primer aus den restlichen Transkriptabschnitt.

Abschlie3end erfolgte stets eine Schmelzkurvenaealym Stérungen durch Primerdimere

und unspezifische Produkte ausschlie3en zu kénnen.
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D.2.3 Proteinchemische Methoden

D.2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten

Fur die Extraktion des Gesamtproteins aus Zellerdem zwei verschiedene Puffer verwen-
det: Zum einen kam der sog. RIPA-Puffer [bestehaumsl 50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM
NaCl, 0,5 % Natriumdeoxycholat, 1 % NP-40, 0,1 %SSIhd Zusatz eines Protease-Inhibi-
tor-Cocktails (Complete Mini Inhibitor Cocktail; Tabl./10 ml)], zum anderen der sog. Triton
X-100 Puffer [bestehend aus 25 mM Tris-HCI pH B6,mM NaCl, 10 mM EDTA, 1,5 %
Triton X-100 und den oben genannten Protease-ionén (1 Tabl./10 ml)] zum Einsatz. Wie
sich herausstellte, eignete sich der RIPA-Puffégramd der starken Detergenzien besonders
gut fur die Extraktion quervernetzter Proteine (V8&ukturproteine und Intermediarfila-
mente) die in den Keratinozyten vorzufinden sind.

Vor der Lyse wurden die Zellen zweimal mit PBS gseben und dann in einer Konzentra-
tion von 1 x 16 Zellen pro 100 pl Lysepuffer aufgeschlossen. DieHiife eines Zellscha-
bers von der Plastikoberflache geldsten Zellen emranschlieRend fur 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach mehrfachem Vortexen und Homogenisig der zellularen Bestandteile
durch wiederholtes Aufziehen in eine Spritze minKle wurden verbliebene unldsliche Par-
tikel bei 14.000 x g und 4 °C fur 10 Minuten abzgagiert und verworfen. Die als Uberstand
gewonnenen Proteinextrakte wurden aliquotiert ued-B0 °C flur spatere Proteinanalysen

aufbewabhrt.

D.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in einerfieX&akt oder Kulturiiberstand erfolgte
mittels der Bradford-Methode, die auf einer Farbcimegsreaktion beruht, sobald der Farb-
stoff Coomassie-Brilliant-Blue-G-250 in einem sauidilieu an Proteine bindéf? Die Er-
fassung der Veradnderung im Absorptionsmaximum veB dm auf 595 nm (einhergehend
mit einem Farbwechsel von braun nach blau) konateEzmittlung der Proteinkonzentration
anhand einer Standardkurve genutzt werden.

Fur die Proteinbestimmung wurden 100 pl der zuyarerenden Probe sowie je 100 ul einer
BSA-Verdunnungsreihe mit gleichem Volumen des CasigaReagenzes versetzt und bei

595 nm in einer 96-Well-Platte gemessen.
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D.2.3.3 Proteinnachweis mittels SDS-PAGE und Western Blot

Der Analyse von Proteinen in einem Immunoblot, dmyg. Western Blot, geht eine elektro-
phoretische Auftrennung der Proteine eines Zellf/saer eines konditionierten Mediums in
einem SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) voraus. Dammasche Tensid SDS, das im

Probenpuffer und im Gel prasent ist, bindet and®net wodurch deren Eigenladung tber-
deckt wird. Bei Durchfiihrung eines Western Blotseurdenaturierenden Bedingungen wird
die Probe nach Zugabe des Reduktionsmittels DTTSpatung von Disulfidbricken 5 Mi-

nuten bei 99 °C gekocht, um die Sekundéar- und dmsttukturen der Proteine aufzubrechen.
Die negativ geladenen Proben werden anschliel3emthem elektrischen Feld aufgetrennt.
Fur diese Elektrophorese wurden 4-12 % SDS-Minigele einem Bis-Tris-Puffersystem

verwendet. Das Gel wirkt hierbei wie ein Sieb, stssd die Proteine entsprechend ihrer

Molekulmasse aufgetrennt werden.

Fur den Transfer auf eine PVDF-Membran wurde enkiezht zum Gel angebrachtes elek-
trisches Feld angelegt. Die transferierten Prothafeen Gber hydrophobe Wechselwirkungen
an der Membran. Danach diente eine einstiindigekiglnmmg der Membran mit 10 %-iger
fettfreier Magermilch zur Absattigung unspezifiscliBndestellen. Anschlie3end wurde die
Inkubation mit einem in TBST verdinnten Antikorpgér eine Stunde bei RT auf einem
Schittler oder Gber Nacht bei 4 °C auf einem Rg#emach Antikdrper durchgefuhrt. Nach
zwei 10-mindtigen Waschschritten mit TBST erfolglee Zugabe des mit Meerrettich-
Peroxidase konjugierten Sekundarantikorpers furvVBOuten. Erneut wurde zweimal mit
TBST gewaschen, bevor die Membran zur DetektiortetsitChemilumineszenz mit dem

Entwicklungsreagenz fur 1 Minute inkubiert wurde.

D.2.3.4  Zymographie

Die Zymographie dient zum Nachweis enzymatischeotéolytischer) Aktivitdten von
Proteinen, die mittels SDS-Elektrophorese aufgetreurden. Dabei erfolgt eine Wechsel-
wirkung mit den in das Gel eingegossenen spez#iscBubstraten und deren proteolytischer
Abbau®* Fiir die Gruppe der Typ IV Kollagenasen/Gelatina@MP-2 und MMP-9) wird

denaturiertes Kollagen (Gelatine) als ein charadtieches Substrat verwendet.

Die Auftrennung der in das Kulturmedium (konditieries Medium) sezernierten Proteine
erfolgte in einem 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgeds @,1 % Gelatine enthielt. Um die

gelatinolytischen Enzyme (MMP-2,-9) nicht irrevéeli zu denaturieren, wurden nicht-
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reduzierenden Bedingungen eingesetzt. Nach dergkufting wurde das Gel zweimal fur 15
Minuten in Triton X-100 Renaturierungslosung gewast um das SDS zu entfernen und
somit den Proteinen eine Ruckfaltung zu ermdéglicheanach fuhrte man eine weitere
Inkubation zunachst fur 15 Minuten zur Aquilibriagides Gels bei RT und im Anschluss fur
18 Stunden bei 37 °C im Entwicklungspuffer durche Barbung des Gels erfolgte mittels
einer 0,02 % Coomassie Blue R-350-LOsung in eir@rd@ Methanol/10 % Essigsaure-
Mischung fir 90 Minuten, wodurch die Gelatinases latlle Aktivitditsbanden auf dunkel-
blauem Hintergrund sichtbar werden.

Als Marker fur die Wanderungseigenschaften der éeiGelatinasen MMP-2 und MMP-9
wurde das konditionierte Medium von PMA-stimulierteiT1080 verwendet, das die Pro-
form von MMP-9 (~ 92 kDa) sowie die Proform (~ 7R&) und aktive Form (~ 66 kDa) der
MMP-2 enthalt:®

D.24 Statistische Datenanalyse

Zur Datenanalyse wurden die Mittelwerte + SD voiplikat-Ansatzen mit dem Student’s T-
Test fur zwei unabhangige Gruppen miteinander wargh. Hierfur wurden die Programme
Excel (Microsoft Office XP) und Origin 8G verwendet

Als statistisch signifikant wurden P-Werte angeseltke kleiner als 0,05 (*), 0,01 (**) und
0,001 (***) waren.
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ERGEBNISSE—

E ERGEBNISSE

E.1l Einfluss von S-Lost auf die MMP/TIMP-Expression vonHautzellen

Nach Kontakt von S-Lost mit der Hautoberflache karesizur Ausbildung charakteristischer
Blasen, die mit der Zerstérung von Basalmembrakistran einhergeht, welche vor allem aus
Kollagen Typ IV bestehen. Aufgrund dieser Symptoknstlite die Beteiligung der die extra-
zellulare Matrix (EZM) degradierenden Matrix-Metglroteinasen (MMPS) — insbesondere
der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 — und tissue inhibitor of matrix metalloproteinasgs

(TIMP-1) verschiedener Zelltypen der Hawitvitro analysiert werden.

Zu diesem Zweck wurden ein 3D-Hautmodell sowie Martturen von Hautzellen zunéchst
fur 24 Stunden unter serumfreien Bedingungen kieltivum die Zellen an die neuen Kultur-
verhaltnisse zu adaptieren. AnschlieRend erfolgte geweils 30-minitige Exposition der
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von S-i(8f 30, 100, 300 uM) bevor die Zellen
gewaschen und serumfrei weiter kultiviert wurdeme Rir den jeweiligen Zelltyp maximal

vertragliche S-Lost-Konzentration war zuvor unteerWendung eines Vitalitdtsassays
(WST-1/XTT) ermittelt worden.

Zum Nachweis der Expression/Sekretion der MMPs desl Inhibitors TIMP-1 auf mRNA-
und Proteinniveau wurden zu verschiedenen ZeitmmRkiRNA aus den Zellen isoliert bzw.
Kulturiberstand (konditioniertes Medium) entnommeiir die Bestimmung intrazellularer
oder Membran-assoziierter Proteine erfolgte 72 &nmach S-Lost-Behandlung eine Lyse

der Zellen mit nachfolgender Proteinextraktion.

Zur Klarung der Frage, ob S-Lost transkriptionéllerdnderungen bezuglich der mRNA-
Expression von MMP- und TIMP-1 in den Zellen heruft; wurde die quantitativeeal-
time-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) eingesetzt. ddigiewonnenen Expressionsraten
wurden stets einer Normalisierung rHibusekeepingsenen wie CPB oder GAPDH unterzo-
gen, die auch bei S-Lost-Behandlungen in den Zedtabil transkribiert wurden. Fir die
Validierung dieser S-Lost-induzierten Effekte wurd€ulturiiberstande auf den Gehalt sezer-
nierter MMPs und TIMP-1 unter Verwendung von Zynaggrie und Western Blot unter-

sucht.

In den nachfolgenden Ergebnisdarstellungen sind @ibersichtsgriinden nur Daten fur
jeweils eine Behandlung mit bestimmten S-Lost-Konzionen zu ausgewadahlten Zeit-
punkten dargestellt, die die deutlichsten Effeldmgen.
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E.1l.1 Analyse im Hautmodell

Bei dem verwendeten Hautmodell handelt es sich um k®mmerziell erhéaltliches
in vitro-3D-Vollhautmodell (Abb. 13A), bei dem auf Multiwdhserts eine der Dermis
nachgebildete Schicht aus primaren humanen Filstdriaaufgebracht ist, die in eine
Kollagenmatrix eingebettet ist. Dartiber befindechsinehrere Schichten primérer humaner
Keratinozyten. Diese ,Dermis* und ,Epidermis* de&ull-Thickness“-Hautmodells sind
— wie unter physiologischen Bedingungen — durcle dimktionelle Basalmembran von-
einander getrennt (Abb. 13B).

Vor Beginn des Experiments werden die Inserts irtiealls eingehangt, die bis auf Hohe
der Zellen mit einem chemisch definierten Kulturmed des Herstellers befullt werden, wo-
bei die Keratinozytenoberflache in Kontakt mit deft steht (sog. Luft-Medium-Grenze).

©cellsystems

Abb. 13: Darstellung des Hautmodells

(A) Makroskopische Aufnahme des Hautmod&8d 2000, das in Inserts mit 0,6 tfiache (weike Pfeile)
kultiviert und hier fur die Aufnahme in die Vertiefg einer 6-Well-Platte (schwarze Pfeile) gesetatden.

(B) Die mikroskopische Phasenkontrast-Aufnahme tzeigs dreidimensionaleFull-ThicknessHautmodell
bestehend aus einer mehrschichtigen ,Epidermis”darunterliegender ,Dermis” und einer dazwischen-
liegenden Basalmembran.

(Fotos von © CellSystem}

Die Oberflache des Hautmodells wurde fur 30 MinutehS-Lost in einer Konzentration von
30 uM exponiert, anschlielend gewaschen und fituGden in serumfreiem Medium inku-
biert.
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Nach Abnahme der Kulturiiberstande (konditioniekeslium) wurden die Zellen lysiert und
die RNA isoliert. Die nachfolgend durchgefiihrte m®RBExpressionsanalyse zeigte, dass die
basale Transkription von MMP-9 nach Inkubation 8xktost ann&hernd dreifach erhéht war,
wahrend die von MMP-2 und TIMP-1 weniger starke &reterungen aufwiesen (Abb. 14A).
Dieser Effekt konnte fur die in den Kulturtibersta@zernierten Formen MMP-9 und MMP-2
durch zymographische Untersuchung des konditi@meNediums auch auf Proteinebene
verfiziert werden (Abb. 14B).
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*xx - VIVP-9
S-Lost
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S pro-MMP-2 -

T MMP-2 -

S-Lost

Abb. 14: Einfluss von S-Lost auf die Expression un&ekretion von MMPs und TIMP-1
im Hautmodell

Der Einfluss von 30 uM S-Lost auf die Zellen desutd@odells (AST2000, CellSystemswurde 6 Stunden

nach Exposition auf mMRNA- und Protein-Ebene bestimm

(A) Die mRNA-Expression von MMPs und TIMP-1 wurdbell qRT-PCR ermittelt. Als Referenz dienten die
mit Lésungsmittel behandelten Kontrollzellen (10D %P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001

(B) Mittels Zymographie wurden die basale (mit Lisgsmittel behandelt) (-) und die S-Lost-beeinflasst)
Sekretion von MMP-2 und -9 in das Kulturmedium geses.
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E.1.2 Analyse von Keratinozyten und Fibroblasten in Mono-und Mischkultur

Um zu klaren, ob Keratinozyten und/oder Fibroblasteabhangig voneinander oder durch
molekulare Interaktionen zu der im Hautmodell bebibeten MMP-9-Induktion beitragen,

wurden beide Zelltypen sowohl in Mono- als auchvirschkultur analysiert. Basierend auf
einem bereits etablierten Mischkultursyst&herwendeten wir fiir diese Untersuchungen
primare Fibroblasten (NHDF) und immortalisierte &#mozyten (HaCaT).

E.1.2.1  Expression und Sekretion von MMPs und TIMP-1

Monokulturen von NHDF und HaCaT wiesen eine basdRNA-Expression und Freisetzung
von MMP-2 auf, die sich unter Einwirkung von S-Losicht signifikant veranderte
(Abb. 15A,B). Gleiches zeigte sich fur die mMRNA-Egpsion von TIMP-1 (Abb. 15A).

Fur MMP-9 hingegen konnte in beiden Zelltypen wedare relevante basale noch eine
S-Lost-induzierte Transkription bzw. Freisetzunghgewiesen werden (Abb. 15A,B).
Wurden die Zellpopulationen jedoch gemischt, waséatziich zur MMP-2- und TIMP-1-
Produktion bereits nach 24 Stunden eine basale MMHRNA-Expression zu verzeichnen,
die sich nach 72 Stunden auch in einer nachweisb&ekretion niederschlug und nach

Inkubation mit S-Lost massiv zunahm (Abb. 15A,B).
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Abb. 15: Einfluss von S-Lost auf die Expression unéroteinsekretion von MMPs und TIMP-1
in Mono- und Mischkultur

Fibroblasten (NHDF) und Keratinozyten (HaCaT) wurde Monokultur sowie in Mischkultur (Verhaltnis1):
kultiviert. Nach Exposition mit 100 uM S-Lost odder Lésungsmittelkontrolle erfolgte die Analyse.

(A) mRNA-Expression von MMP-2, -9 und TIMP-1 mige RT-PCR nach 24 Stunden.

(B) Biosynthese von MMP-2 und -9 mittels Zymographach 72 Stunden.

* P<0,05 bezieht sich auf die Kopien in der unbehaeddWlischkultur.

NHDF HaCaT  NHDF + HaCaT
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Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass diehklifitvierung von Fibroblasten und
Keratinozyten zur Induktion der MMP-9-Produktionhft] die mdglicherweise tber Zell-
Zellkontakt oder einen parakrinen Mechanismus #lichen Faktoren erfolgt, der nach

Einwirkung von S-Lost auf die Zellen verstarkt wird

E.1.2.2 Analyse des parakrinen Mechanismus der MMP-9-Sekr&in in Mischkultur

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, divdhilasten und/oder Keratinozyten fiir die
S-Lost-stimulierte Biosynthese von MMP-9 in Mischl verantwortlich waren. Um zu

klaren, ob l6sliche Faktoren als Transmitter zwesthbeiden Zellpopulationen agieren,
wurden von S-Lost-behandelten NHDF bzw. HaCaT Kulerstdnde als konditionierte

Medien (KM) generiert und mit dem jeweils anderabehandelten Zelltyp inkubiert.

Wahrend das KM von NHDF bei HaCaT keinen Effektigdte (Abb. 16A), induzierte der
Kulturiberstand der HaCaT bei Fibroblasten die Egpion und Sekretion von MMP-9 (Abb.
16B).
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Abb. 16: Inkubation von HaCaT- und NHDF-Monokulture n mit konditioniertem Medium

Keratinozyten (HaCaT) und Fibroblasten (NHDF) wurdait konditioniertem Medium (KM) des jeweils
anderen mit S-Lost behandelten Zelltyps inkubigenach erfolgte die Analyse der MMP-9-mRNA-Expressi
mittels qRT-PCR und der Proteinsekretion mittelsnégraphie (eingeflgte Ausschnitte).

* P<0,05 bezieht sich auf die als 100% gesetzte Kdat(bledium).

Diese Resultate bestatigten den Verdacht, dagsaeakriner Mechanismus, der offenbar auf
der Freisetzung stimulatorischer Faktoren aus $-helandelten Keratinozyten beruht, die

Expression und Sekretion von MMP-9 in Fibroblastemuliert.
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E.1.2.3 Einfluss sekretierter Faktoren auf das Migrations-und Invasionsverhalten

Zur Uberprifung der Hypothese, dass die nach SHBekandlung aus Keratinozyten freige-
setzten Faktoren durch die Stimulation der MMP-8i$&tzung in Fibroblasten deren Wande-
rungsverhalten beeinflussen, verwendeten wir den SoratchAssay’’. Dieser dient als
in vitro-Modell zur Untersuchung zellularer Wanderungsesgbaften am Wundrand und

beruht auf der mechanischen Zerstorung eines kemtién Zellrasens mit einer Pipettenspitze.

Nach Setzen eines derartigen Kratz&srétch) in einen Monolayer aus NHDF erfolgte eine
Inkubation der Zellen mit KM von S-Lost-behandeltelaCaT oder mit einem frischen,
unkonditionierten Kontrollmedium. Die mikroskopigcAnalyse nach 24 Stunden ergab, dass
sich der Zellrasen wieder beinahe vollkommen gessan hatte, wenn die NHDF mit KM
von HaCaT behandelt worden waren, wohingegen di®RNHellen in frischem Medium

nicht in der Lage waren, d&tratchneu zu besiedeln (Abb. 17A).

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Ha&aT $-Lost-Exposition Faktoren sezer-
nieren, die das Migrations- und/oder Proliferatmrtenzial der NHDF verstarken.

In einem weiteren Assay wurden Transwell-FluorobldRlatten verwendet, um die gerich-
tete Wanderung von NHDF durch die Poren einer Mamlawus dem Insert in das darunter-
liegende Well zu untersuchen. Als chemotaktischeckktoff diente ein Konzentrations-
gradient aus Humanserum. Auch in diesem Migratiatah zeigten NHDF eine deutlich
verstarkte Migration, wenn den Zellen KM von S-l-bshandelten HaCaT zugesetzt wurde
(Abb. 17B).

Vergleichbare Resultate wurden auch in einem lovasissay nach Beschichtung der
Membran mit humaner EZM (hEZM) erzielt (Abb. 17B)ierbei ist die gerichtete Invasion
der Zellen vom Insert ins Well davon abhangig, @bProteasen wie MMP-9 freisetzen, die
die hEZM-Barriere degradieren kdnnen.

Wie mittels gRT-PCR gezeigt werden konnte, fuhiteldkubation von NHDF mit KM von
S-Lost-behandelten HaCaT nicht nur zur vermehrteRN&-Expression von MMP-9,
sondern auch von MMP-1, die bevorzugt Kollagen Tydegradiert (Abb. 17C). Diese
Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass neben Bigiith MMP-1 an dem durch S-Lost
verstarkten Wanderungsverhalten von Fibroblastégillgg sein konnten.

Die Transkription von MMP-2 war dagegen reduziert.
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Abb. 17: Analyse des Migrations- und Invasionsvermgens von NHDF

(A) Konfluente Kulturen von primaren FibroblasteNHDF) wurden mit einenScratch verletzt (schwarze
Linien), nachfolgend mit und ohne konditioniertenedium (KM) von S-Lost-behandelten HaCaT fir 24
Stunden inkubiert und mikroskopisch ausgewertetgké®erung 40-fach.

(B) Mit Hilfe des Transwell-Fluoroblok -Assays wurde die Migration (Inserts unbeschichtet)l Invasion
(Insert mit hEZM beschichtet) von NHDF in Richtueiges Serumgradienten untersucht, jeweils in Gegen-
wart und Abwesenheit von KM von S-Lost-behandeliaCaT.

(C) Nachweis von MMPs (mittels gRT-PCR) in NHDFe dihne und mit KM von S-Lost-behandelten HaCaT
inkubiert waren.

*** P<(,001; ** P<0,01 bezieht sich auf die als 100 % gesetzte KtattMedium).
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E.1.3 Analyse in weiteren Zelltypen der Haut

Unsere Untersuchungen im Hautmodell und im MiscdhuktModell hatten gezeigt, dass die
direkte Behandlung mit S-Lost die mRNA-Expressiawie die Protein-Biosynthese und
Freisetzung vornehmlich von MMP-9, nicht aber di& WMP-2 und TIMP-1, verstéarkt. Es
sollte nun Uberprift werden, ob moglicherweise ighel Effekte in weiteren in der Haut

befindlichen Zelltypen zu beobachten sind.

E.1.3.1  Mikrovaskulare Endothelzellen (HMEC-1)

Die mikrovaskularen Endothelzellen HMEC-1 reprameah Zellen, die die Gefallwéande
feiner Blutkapillaren in der Haut aufbauen. Nachrgfitung von HMEC-1 mit S-Lost konnte
eine Verstarkung der basalen MMP-9-mRNA-Expresgiemessen werden (Abb.18A), die
sich jedoch nicht in einer erhdhten Proteinseknetivederschlug (Abb.18B). Aul3erdem
verursachte S-Lost eine Abnahme der Transkriptiod Breisetzung von MMP-2 in den
Endothelzellen.

Auch fur TIMP-1 wurde sowohl auf mRNA- als auch difoteinebene eine verminderte
Expression (Abb.18A) bzw. Freisetzung (Abb.18B)maxposition der HMEC-1 mit S-Lost

beobachtet, was eine reduzierte Hemmung extraae#tuMMP-Aktivitat zur Folge haben

konnte.
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Abb.18: Einfluss von S-Lost auf die Expression un&ekretion von MMPs und TIMP-1 der HMEC-1

Endothelzellen wurden 30 Minuten mit 100 uM S-Lodér nur mit Losungsmittel (Kontrolle=100%) behadtde

(A) Zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgte dann €nentifizierung der mRNA-Expression von MMP-2, -9
und TIMP-1 mittels gRT-PCR.

(B) Die Kulturtiberstande wurden nach 48 Stundesibinilich der Sekretion von MMP-2 und -9 sowie TIMP
mittels Zymographie bzw. Western Blot analysiert.
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E.1.3.2 Monozytéare Zellen (THP-1)

Monozyten wandern kontinuierlich aus der Blutzigtidn in das umliegende Gewebe ein,
um dort in Makrophagen zu differenzieren. Als Aquent fir monozytare Zellen wurden
THP-1-Zellen verwendet.

Diese Zellen sezernieren konstitutiv MMP-9 (AbbB19 puM S-Lost). Nach Behandlung mit
steigender S-Lost-Konzentration nahm die Transiknmp{Abb. 19A) und Sekretion (Abb.
19B) von MMP-9 zu.

Die Freisetzung von TIMP-1, der nicht im Medium vwambehandelten Zellen nachzuweisen
war, wurde durch S-Lost induziert (Abb. 19B).

Die basale wie auch die durch 100 pM S-Lost stientdi MMP-2-Transkription war
offensichtlich zu niedrig, um zur Freisetzung désbarer Mengen des Enzyms im
Zellkulturiberstand zu fuhren. Mit 300 uM S-Lost mauch keine gesteigerte MMP-2-
MRNA-Expression mehr nachzuweisen (Abb. 19A,B).
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Abb. 19: Einfluss von S-Lost auf die Expression un&ekretion von MMPs und TIMP-1 der THP-1

Die monozytdren THP-1-Zellen wurden 30 Minuten 0 bzw. 300 pM S-Lost oder mit Losungsmittel

(Kontrolle=100 %) behandelt.

(A) Die Detektion der mRNA-Expression von MMPs uRdiP-1 erfolgte nach 24 Stunden mittels qRT-PCR.

(B) Die Kulturiberstande wurden nach 48 Stundesibinlich der Sekretion von MMP-2 und -9 sowie TIMP
mittels Zymographie bzw. Western Blot analysiert.
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E.1.3.3  Polymorphonukleare (PMN-) Granulozyten

Polymorphonukleare (PMN-) Granulozyten stellen eliste, schnell mobilisierbare Abwehr
des Immunsystems dar. Diese Zellen speichern dvie@dgien an MMP-9 in den sog. tertidren

Granula, die unmittelbar nach adaquater Stimuldtieigesetzt werden kénnen.

In unseren Experimenten erfolgte zunachst der Nashwon PMN-Granulozyten in Vollblut
nach Ausstrich auf einen Objekttrager und FarbueigZtllen mit Diff-Quick (Abb. 20A).
Die Anreicherung und Isolierung der PMN-Granulonyt@us Vollblut wurde dann unter
Verwendung des Separationsmediums Polymorplipreprgenommen. Die so gewonnenen
Zellen wurden nun in Suspension fur 30 Minuten $ltost in Falconréhrchen inkubiert und
anschlieBend in Zellkulturflaschen mit serumfreiéfedium fur die weitere Kultivierung
uberflhrt.

Offenbar war allein schon durch die mechanischeaBélung der sehr empfindlichen Zellen
nach der Isolation eine Ausschuttung von MMP-9 Medium nachzuweisen (Abb. 20B).
Dabei konnten die fir PMN-Granulozyten typischen RH#Monomere (~ 94 kDa) und
Dimere (~ 200 kDa), ebenso wie auch das metitrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) assoziierte MMP-9 (~ 125 kDa) detektiert ween. Die Freisetzung dieser MMP-9-
Formen war 1 Minute nach S-Lost-Exposition der PENwulozyten massiv verstarkt im
Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 20B).

MMP-9 -

(Homodimer)

MMP-9/NGAL .

(Heterodimer)

MMP-9 -1

(Monomer)

Abb. 20: Polymorphonukledre Granulozyten und Wirkung von S-Lost auf die MMP-9-Sekretion

(A) Mikroskopische Aufnahme von Zellen eines Vadlitausstrichs nach Farbung mit Diff-Quick.
St= Stabkernige Granulozyten; Se= Segmentkerniga@ozyten; L= Lymphozyten.

(B) Eine Minute nach Behandlung mit S-Lost (+) oder Lésungsmittelkontrolle (-) wurde die Sekretiamm
MMP-9-Monomern und -Dimeren sowie der mit NGAL-aagrten MMP-9 ins Kulturmedium mittels
Zymographie bestimmt.

ERGEBNISSE‘ 55



E.1.3.4 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC)

Die Kapazitat von humanen mesenchymalen Stammz@ietsC) zur Differenzierung in
adipogene, chondrogene und osteogene Zellen si@lltanerkanntes Kriterium fur ihre
Funktionalitat als adulte Stammzellen dar.

Da hMSC zur Regeneration verschiedener Gewebebeitrund auch in der Haut zu finden
sind, wurde die Wirkung von S-Lost nicht nur aué 81IMP/TIMP-Expression, sondern auch

auf die Differenzierungskapazitat dieser Zellereosuicht.

Die Analysen zeigten, dass MMP-9 in hMSC weder kiutss exprimiert wird noch durch
S-Lost induzierbar ist (Abb. 21A,B). Die basale mRBExpression (Abb. 21A) und Frei-
setzung (Abb. 21B) von MMP-2 aus diesen Zellen 2#&abzw. 48 Stunden nach Exposition
mit S-Lost leicht abgeschwéacht.

Hingegen kam es bei der Transkription von TIMP-thasc0,5 Stunden nach Exposition mit
S-Lost zu einer massiven Stimulation, gefolgt vonee Abschwachung nach 4 und 24
Stunden (Abb. 21A). Die unmittelbare StimulatiorcimeS-Lost manifestierte sich nach 48
Stunden in einer Akkumulation des Proteins im Mediwie mittels Western Blot-Analyse

nachgewiesen werden konnte (Abb. 21B).
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Abb. 21: Einfluss von S-Lost auf die Expression un&ekretion von MMPs und TIMP-1 der hMSC

hMSC wurden 30 Minuten mit 100 uM S-Lost oder nut Indsungsmittel (Kontrolle=100 %) behandelt.

(A) Die Detektion der mRNA-Expression von MMP-2,u8d TIMP-1 erfolgte mittels gRT-PCR zu
verschiedenen Zeitpunkten nach S-Lost-Exposition.

(B) Die Kulturiiberstdnde wurden nach 48 Stundesibinilich der Sekretion von MMP-2 und -9 sowie RM
mittels Zymographie bzw. Western Blot analysiert.
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Um zu kléaren, ob S-Lost auch einen Einfluss aufféerenzierungsfahigkeit der hMSC hat,
wurden die Zellen 30 Minuten mit dem Wirkstoff (1Q®) oder entsprechend mit Losungs-
mittel exponiert. Im Anschluss daran erfolgte dreduktion der Differenzierung durch
Inkubation der Zellen mit speziellen Kulturmedieiie bekanntermal3en eine osteogene bzw.
adipogene Reifung auslésen. Nach 14 Tagen wurdeDifferenzierung der Zellen licht-
mikroskopisch sowie durch Farbung und mRNA-Analygeezifischer Differenzierungs-
marker untersucht.
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Abb. 22: Osteogenes Differenzierungsvermdgen vonl®st-behandelten hMSC

hMSC wurden mit 100 uM S-Lost (+) oder der Losunigsikontrolle (-) behandelt und anschlieBend meen
speziellen Medium fiir osteogene Differenzierundikidrt.

(A) Die Zellmorphologie wurde nach 14 Tagen mittelikroskopischer Aufnahmen dokumentiert.

(B) Durch die Farbung mit Alizarin-Red-S war einal&fizierung osteogen differenzierter Zellen nasteisen.
(C) Nach 7 und 14 Tagen erfolgte eine Detektionodésogenen Differenzierungsmarkers Decorin migels-PCR.

Die mikroskopische Analyse ergab bezuglich derdyipén_osteogenen Morphologie keine

signifikanten Unterschiede zwischen S-Lost-behdadalnd nicht-behandelten Zellen (Abb.
22A). Die Anfarbbarkeit intrazellularer €aAblagerungen mittels Alizarin-Red-S als Merk-
mal osteogen differenzierter hMSC war jedoch naeha®dlung der Zellen mit S-Lost dras-
tisch reduziert (Abb. 22B).
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Diese Resultate lassen vermuten, dass S-Lost tigk&it von hMSC zur Differenzierung in
funktionelle Osteoblasten beeintrachtigt, da sie Bahigkeit zur Kalzifizierung verloren
haben.

Auffalligerweise war jedoch die mRNA-Expression desgferenzierungsmarkers Decorin
deutlich erhoht (Abb. 22C).

Auch bei Induktion der adipogenen Differenzierureg HMSC erbrachte die mikroskopische

Analyse keinen signifikanten Unterschied zwischenLoSt-behandelten und nicht-
behandelten Zellen. Zwar waren die fir Adipozytearakteristischen Fettvakuolen mit dem
Farbstoff Oil-Red-O spezifisch anzufarben (Abb. 23Adoch ergab die Quantifizierung des
Farbstoffes nach Extraktion aus den Zellen eineabme um etwa 20 %, wenn die hMSC

zuvor mit S-Lost behandelt worden waren (Abb. 23B).
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Abb. 23: Adipogenes Differenzierungsvermdgen von Best-behandelten hMSC

hMSC wurden 30 Minuten mit 100 uM S-Lost (+) oder ldsungsmittelkontrolle (-) behandelt und ansehli

Rend in speziellem Medium fur adipogene Differenamig kultiviert.

(A) Nach 14 Tagen wurde eine Oil-Red-O-Farbung Naunhweis typischer Lipidvakuolenbildung durchgefiihr

(B) zZur Quantifizierung erfolgte eine ExtraktionsdEarbstoffs und Messung bei einer Wellenlanged@snm.
Das Ergebnis ist relativ zur nicht mit S-Lost-bethalten Kontrolle (100 %) dargestellt.

(C) Die mMRNA-Expression des adipogenen Differenmgsmarkerperoxisome proliferator-activated receptor
g(PPARY) wurde nach 7 und 14 Tagen mittels gRT-PCR bestimmt
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Die Annahme, dass S-Lost die adipogene ReifungMi$@ herabsetzt, konnte durch den
Nachweis einer stark verminderten Expression depogdnen Differenzierungsmarkers

peroxisome proliferator-activated receptg(PPARy) bestatigt werden (Abb. 23C).
Zusammenfassend zeigen die Resultate unserer StadibBMSC, dass S-Lost zu einer Sto-

rung der Regulation zellularer Differenzierung fiilvas unter physiologischen Bedingungen

zur verminderten Regenerationsfahigkeit von S-lgesteh&digtem Gewebe beitragen kdnnte.

ERGEBNISSE' 59



E.2 Einfluss von S-Lost auf die zellulare Funktionalitd von Keratinozyten

Die Epidermis ist aus mehreren Lagen von Keratitoryaufgebaut. Die basale Schicht der
Epidermis beherbergt relativ undifferenzierte Kim@tyten, die als epidermale unipotente
Stammzellen bezeichnet werden, da sie die Fahipkbien, zu proliferieren und terminal zu
differenzieren. Hierbei 16sen sich die Zellen voer @asalmembran ab und migrieren zur
aul3eren Schicht der Epidermis. Wahrend dieser Maogralurchlaufen die Zellen einen Diffe-

renzierungsprozess, der fur die Homoostase der stamte bei der Wundheilung eine ent-
scheidende Rolle spielt.

Daher sollte ein Zellkulturmodell etabliert werden dem der Einfluss von S-Lost auf den
Prozess der Differenzierung und das Migrationsasmonsverhalten sowie die Beteiligung

der MAPK-Signalwege untersucht werden sollte.

E.2.1 Etablierung eines Zellmodells zum Studium der Diffeenzierung

Um die nach S-Lost-Exposition beobachtete verzégatindheilung, der méglicherweise ein
gestorter Differenzierungsprozess von Keratinozytegrunde liegtin vitro untersuchen zu

konnen, ist der Einsatz adaquater Zellkulturmodadie grof3er Bedeutung.

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Funktionahtét Keratinozyten kamen sowohl
immortalisierte Keratinozyten (HaCaT) als auch kagravell erhaltliche primare Keratino-

zyten (NHEK) von verschiedenen Anbietern zum Ensat

E.2.1.1 Differenzierungsinduktion in immortalisierten Kerat inozyten (HaCaT)

Zunachst sollte Gberprift werden, ob sich die eimfau kultivierenden, immortalisierten
Keratinozyten (HaCaT) als Zellkulturmodell dafigmen, zu reiferen Zellen differenziert
werden zu kénnen. Hierzu wurden HaCaT fiur 4 Tage erlibhten Konzentrationen von
Calcium (C&" kultiviert, eine Bedingung, die bekanntermaRes efpidermale Differenzie-
rung induziert. Die Beurteilung der Zellreife edté dann durch Bestimmung der Proliferati-
onsrate und Quantifizierung der Expression typistharkerproteine.

Nach Behandlung der HaCaT mit®Caahm die Proliferation bei der héchsten Konzeiumat
(2,5 mM) lediglich um maximal 15 % ab (Abb. 24Ahre dass ein signifikanter Riickgang
der Biosynthese des Proliferationsmarkers PCNA eweichnen war (Abb. 24B). Die
Analyse des Differenzierungsmarkers Involucrin elétWestern Blot liel3 mit steigender
C&*-Konzentration keine Zunahme, sondern eher eineaAime erkennen (Abb. 24B).
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Abb. 24: Differenzierungsinduktion bei immortalisierten Keratinozyten HaCaT

HaCaT-Zellen (Kontrolle; 0,15 mM &8 wurden unter erhdhten Konzentrationen voA*@aTage kultiviert.

kA) Bestimmung der Proliferationsrate erfolgte elgtWST-1-Assay und
(B) der Biosynthese von Involucrin und PCNA mitté¥estern Blot.

Alternativ wurden HaCaT-Zellen bis zum Erreichemn idenfluenz (Tag 0) und dartber hinaus kultiviert.
(C) Bestimmung der Proliferationsrate wurde zu eliedenen Zeitpunkten mittels WST-1-Assay und
(D) der Marker-Biosynthese mittels Western Blotahgefihrt.

Aufgrund dieser inkonsistenten Ergebnisse mit*Gaurde konfluentes Zellwachstum als
alternativer Induktor der Differenzierung von Kenazyten verwendet. Hierzu wurden die
Zellen so lange kultiviert, bis sie einen geschdoen Zellrasen gebildet hatten. Vor und nach
Erreichen der Konfluenz wurden die Proliferatiohgfieit und Differenzierungsmarker-
expression bestimmt. In Ubereinstimmung mit def"@aduktion zeigte sich unter Konfluenz
eine Abnahme der Zellteilungsrate (Abb. 24C) ohigmikante Veranderung der PCNA-
Biosynthese (Abb. 24D). Hingegen konnte fur diedekdion von Involucrin eine leichte

Zunahme verzeichnet werden (Abb. 24D).
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Diese Ergebnisse lieRen auf eine bereits weitgehddifferenzierung der unbehandelten
HaCaT-Zellen schlie3en. Nach Ruckfrage beim Liefena stellte sich heraus, dass die Zellen
unter erhdhten GaKonzentrationen von 1,5 mM expandiert werden, assddie so erhalte-

nen HaCaT fir Versuche zur Differenzierungsinduktimgeeignet waren.

Daher wurde versucht, eine Dedifferenzierung vorCaig d.h. eine partielle Umkehr der
bereits erfolgten Zelldifferenzierung, zu erreichéherfir kultivierten wir die Zellen tber
einen Zeitraum von 22 Tagen in drei verschiedenaséfzen in Cd-freiem DMEM, dem
0,03 mM, 0,15 mM oder 1,5 mM &azugesetzt wurde.

Zu verschiedenen Zeitpunkten (6, 14, 22 Tage) gidotlie Messung der mRNA-Expression
des frihen Differenzierungsmarkers Keratin-1 nmstggRT-PCR. Es zeigte sich in den beiden
Ansatzen mit niedrigen GaKonzentrationen ein starker Riickgang der Keratifrdnskripte
Uber die Zeit, der nach 22 Tagen bei einer Konaéptr von 0,03 mM C& am starksten
ausgepragt war (Abb. 25A).

Abb. 25: (De-)Differenzierung von HaCaT-Zellen

Nach Expansion von HaCaT in 1,5 mM“Ghaltigen Medium wurden die Zellen unter reduzie@zt*-

Konzentrationen von 0,03 mM und 0,15 mM oder 1,5 @#" (iber einen Zeitraum von 22 Tagen kultiviert.

(A) Zu mehreren Zeitpunkten wurde die mMRNA-Expresdiles Differenzierungsmarkers Keratin-1 mittels
gRT-PCR bestimmt.

(B) Nachfolgend wurden die Zellen erneut auf 1,5 @#" umgestellt und die Keratin-1-mRNA-Expression
nochmals mittels gRT-PCR nach 1 und 4 Tagen quaeti.
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Im Anschluss an die 22-tdgige Dedifferenzierungdeuar die Zellen entweder weiter unter
den entsprechend niedrigen’GBedingungen kultiviert oder erneut in 1,5 mM*Ghaltiges

Medium Uberfuhrt, um zu Uberprifen, ob die Zellem lB&higkeit zur Differenzierung behal-
ten hatten. Hierzu wurden die HaCaT mit untersditieen C&'-Konzentrationen (iber

4 Tage kultiviert. An Tag 1 und Tag 4 wurde mRNAliisrt, um den Differenzierungsverlauf
anhand der Keratin-1-Expression erneut zu bestimmatsachlich konnte bei Behandlung
der dedifferenzierten HaCaT mit 1,5 mM ‘aine deutliche Stimulation der Keratin-1-
Transkription als Zeichen der Differenzierung bedtiat werden (Abb. 25B). Allerdings

nahm diese auch in Abwesenheit von 1,5 mM'Qaer die Zeit zu.

Diese Experimente lassen den Schluss zu, dass @unikdrigung der Ca-Konzentration

eine Dedifferenzierung von HaCaT-Zellen innerhatim drei Wochen erreicht werden kann,
ohne dass die Zellen dadurch ihre Fahigkeit zuewen Differenzierung verlieren. Dennoch
erschien die weitere Verwendung von HaCaT-ZellenSiudien zur Reifung der Keratino-

zyten als zu umsténdlich und zu zeitaufwendig.

E.2.1.2  Differenzierungsinduktion in primaren Keratinozyten (NHEK)

Ausgehend von den Erfahrungen mit HaCaT-Zellen.{E12 und Hinweisen aus der Litera-
tur®”1% wurden fiir nachfolgende Untersuchungen unreifengré Keratinozyten (NHEK)
verwendet. Sie wurden in KGM2-Medium mit 0,1 mM?Chis maximal zur 3. Passage ex-
pandiert und fiir die Induktion der Differenzierumit 2,0 mM C&" behandelt.

Diese Erhéhung der aKonzentration filhrte bereits nach einem Tag zeresignifikanten
Zunahme der mRNA-Expression der beiden frihen BEffeierungsmarker Keratin-1 und
Involucrin, die am 4. Tag eine 6-fache bzw. 2,5 @&a&Steigerung erreichte (Abb. 26A). Fir
den spaten Marker Loricrin wurde eine deutlichedaimg der Transkription erwartungs-
gemaR erst spater (Tag 4) nachweisbar. Auf Prdieite konnte bei erhdhten T#&onzen-
trationen bereits nach 24 Stunden eine vermehxsyBihese von Keratin-1 und Involucrin
beobachtet werden (Abb. 26B).
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Abb. 26: Differenzierungsinduktion in NHEK durch Er héhung der Calcium- (C&*-) Konzentration

Primare Keratinozyten (NHEK) wurden in Gegenwam @1 mM und 2,0 mM CGaim KGM2-Medium uber
einen Zeitraum von 4 Tagen kultiviert.

(A) Bestimmung der mRNA-Expression der Differenaiggsmarker Keratin-1, Involucrin und Loricrin mlge
gqRT-PCR an Tag 1 und 4.P<0,05 bezieht sich auf den jeweiligen Ansatz niit®M C&".

(B) Detektion der Biosynthese von Keratin-1 (Tagl@yolucrin (Tag 1), Loricrin (Tag 4) undCNA (Tag 4) in
Zelllysaten mittels Western Blot. Als Ladungskotiralienteb-Aktin.

(C) Messung des Einflusses verschiedenéf-Banzentrationen auf die Proliferation am Tag 4teit
WST-1-Assay.
* P<0,05 bezieht sich auf die als 100 % gesetzte Ktiatf0,1 mM CA").
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Binnen 4 Tagen war auch eine verstarkte LoricriasBnthese detektierbar, wahrend die des
Proliferationsmarkers PCNA abnahm. Dartber hinamsnte 4 Tage nach Inkubation der
NHEK mit 2,0 mM C4" eine leichte, aber statistisch signifikante Abnahder Proliferations-
rate im WST-1-Assay gemessen werden (Abb. 26C).

Eine Analyse der NHEK im Phasenkontrastmikroskafd Ibei den stark proliferierenden
Zellen (0,1 mM C&) auffallig lichtbrechende Zellbegrenzungen erken@&bb. 27A), die 4

Tage nach Induktion der Differenzierung (2,0 mMGdeutlich reduziert waren (Abb. 27B).
Diese Veranderung konnte auf den engen Zell-Zehtkkt bei Ausbildung eines epithel-

artigen Monolayers aus differenzierten Keratinoaytartckzuflhren sein.

Abb. 27: Mikroskopische Darstellung priméarer Keratinozyten (NHEK)

NHEK wurden (ber einen Zeitraum von 4 Tagen in KGM&dium mit 0,1 mM C& (A) bzw.
2,0 mM C&" (B) kultiviert und nachfolgend im Phasenkontragtroskop analysiert.

Die so gewonnenen Resultate fihrten zu der Erkesyrdass NHEK im Gegensatz zu HaCaT
sowohl auf molekularer als auch morphologischermebein geeignetes Modell flr Untersu-

chungen zur Differenzierung von Keratinozyten dsisn.
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E.2.2 Einfluss von S-Lost auf NHEK

Nach ausfihrlichen Vergleichsstudien zur reprodbaieen Kultivierung primérer Keratino-
zyten (NHEK) von verschiedenen Anbietern wurdenzkéen der Firma Promoc8lfiiir die
nachfolgenden Experimente verwendet, da diese riZelie am besten reproduzierbaren Er-

gebnisse bei gutem Wachstum lieferten.

E.2.2.1 Differenzierung

Zur Analyse des Einflusses von S-Lost auf die a$atpression von Differenzierungs-
markern wurden NHEK mit 30 uM und 100 pM des Widkkds exponiert. Die Quantifizie-
rung der mRNA-Expression zeigte am Tag 1 einendamS-Lost-Konzentration abhangigen
Anstieg der Transkription von Keratin-1, Loricrimd Involucrin. Am Tag 4 war der
Transkriptionsanstieg bei Involucrin noch starkasgepragt, wahrend er bei Keratin-1 und
Loricrin hingegen wieder eher abnahm (Abb. 28A)d@i Resultate konnten mittels Western
Blot auch auf Proteinebene bestatigt werden (ABB)2

Zudem zeigte sich, dass die Biosynthese des PRuaid@smarkers PCNA nach S-Lost-
Behandlung vollstandig blockiert war (Abb. 28B).eBibestatigte sich auch in einem signifi-
kanten, konzentrationsabhéngigen Rickgang der fénationsrate nach Exposition der
NHEK mit S-Lost (Abb. 28C).

Diese Ergebnisse weisen somit darauf hin, dass @sreifen Keratinozyten nach Einwirkung

von S-Lost zur Auslosung des Differenzierungspreeskommt.
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Abb. 28: Analyse der Differenzierung und Proliferaion von NHEK nach Exposition mit S-Lost

NHEK wurden fur 30 Minuten mit Losungsmittelkonteo(0 pM S-Lost) bzw. 30 pM oder 100 pM S-Lost

exponiert. AnschlieRend wurden die Zellen gewaseimehin frischem Medium kultiviert.

(A) Die mRNA-Expression der Differenzierungsmarkeratin-1, Involucrin und Loricrin wurde mittels
gRT-PCR an Tag 1 und 4 nach S-Lost-Exposition geares

(B) Mittels Western Blot wurden die Zelllysate na@tost-Exposition (+) oder Behandlung mit der
Lésungsmittelkontrolle (-) auf die Biosynthese \Keratin-1 und Involucrin nach Tag 1 sowie auf
Loricrin und PCNA an Tag 4 detektiert. Als Ladungskolle dientéy-Aktin.

(C) Der Einfluss von S-Lost auf die Proliferationngte mit dem WST-1-Assay analysiert.

*** P<0,001, *P<0,01, *P<0,05 bezogen auf die auf Losungsmittelkontroli@0(26).
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E.2.2.2 Invasionsverhalten

Um die Frage zu klaren, ob eine S-Lost-Expositi@s dnvasionsverhalten von NHEK
beeinflusst, wurde das TransweBystem verwendet. Dabei wurde die Fahigkeit délede

untersucht, eine rekonstituierte Basalmembran ausaher extrazellularer Matrix (hEZM) in
Richtung eines Konzentrationsgradienten aus Hummamsezu durchwandern. Nach 48
Stunden wurden die in das untere Kompartiment gdesen Zellen gefarbt und unter dem

Mikroskop ausgezahlt.

Diese Untersuchungen zeigten deutlich, dass dadebas/asionsvermogen der Zellen nach
Behandlung mit 30 M S-Lost um etwa 20 % und m@d u®1 S-Lost um 80 % herabgesetzt
war (Abb. 29).

Abb. 29: Invasionsvermégen von NHEK nach S-Lost-Beandlung

NHEK wurden nach Behandlung mit 30 bzw. 100 uM Stlsowie unbehandelt (0 uM) in einem Transwell-
Invasionsassay eingesetzt. Die Anzahl der durch eghkonstituierte Basalmembran aus humaner extnéelr
Matrix (hEZM) gewanderten Zellen wurde nach 48 gamim Lichtmikroskop bestimmt.

Somit konnte S-Lost auch unter physiologischen Bguahgen das Vermdgen unreifer
Keratinozyten zur gerichteten Migration beeintrigggn und so die Regenerationsfahigkeit

von S-Lost-exponiertem Gewebe herabsetzen.
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E.2.2.3 MAPK-AKktivitat

MAPK-Signalwege spielen eine zentrale Rolle bei Regulation vieler an Wachstum und
Differenzierung beteiligter Prozesse. Um eine nubgli Beeinflussung von MAPK-Signal-
wegen in NHEK nach deren Exposition mit S-Lost zuewsuchen, wurden die Zelllysate
mittels Western Blot auf den Phosphorylierungsstater beiden MAPK p38 und ERK1/2
sowie des p38-Zielproteins Hsp27 hin analysiertbdéawurden einerseits spezifische
Antikorper (p-) verwendet, die nur die phosphonye aktive Form der Kinasen erkennen.
Andererseits fanden auch solche Antikorper Verwegdudie sowohl die phosphorylierte als

auch unphosphorylierte Form (t-) des jeweiligent@&ins im Western Blot detektieren.

Bereits 10 Minuten nach Exposition waren Phosplemyhg (p-) und Gesamtbiosynthese (t-)

von p38 in NHEK erhoht, was nach 30 Minuten undésondere bis Tag 4 noch deutlicher
erkennbar war (Abb. 30A). Dieser Effekt war vonesingesteigerten Phosphorylierungsstatus
von Hsp27 Uber den gesamten Zeitraum begleitet.(30A).

Bei ERK1/2 war 10 Minuten nach S-Lost-Behandlung Bhosphorylierung schon massiv

erhoht, jedoch nach 30 Minuten wieder reduzierti(AR0B). Dieser dephosphorylierte Status

blieb bis zum vierten Tag stabil (Abb. 30B). DieoByntheserate des Gesamtproteins von

ERK1/2 hingegen anderte sich nicht nach Einwirkuogy S-Lost auf die Zellen.

Abb. 30: Phosphorylierungsstatus der MAPK p38 und RK1/2

NHEK wurden 30 Minuten mit 100 uM S-Lost (+) behaldund anschlief3end in frischem Medium kultiviert.
10 Minuten, 30 Minuten und 4 Tage nach S-Lost-Exjmrswurden mittels Western Blot die phosphontier
Form (p-) sowie die gesamte Proteinmenge (t-) ivasti

(A) p38 und Hsp27 als p38-Target

(B) ERK1/2

Als Ladungskontrolle diente-Aktin.
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Fur beide Kinasen konnte entsprechend ihrer Phogidming auch eine Translokation in
den Zellkern nachgewiesen werden (in Kooperationdam Institut der Bundeswehr; Daten
hier nicht gezeigt).

Diese Resultate dokumentieren somit eine Aktivigrder MAPK p38 Uber einen langeren
Zeitpunkt und der ERK1/2 nur unmittelbar nach In&tidin von NHEK mit S-Lost.

E.2.3 Inhibition der MAPK-Signalwege p38 und ERK1/2
Nachdem gezeigt war, dass S-Lost in NHEK zur Aktivhng der MAPK p38 und ERK1/2

fuhrt, sollte unter Verwendung spezifischer Inlobéin dieser Kinasen eine mogliche
Beteiligung beider MAPK-Signalwege an den S-Lostvigtelten Einflissen auf Differen-
zierung, Proliferation und Invasion in diesen Zelkgnalysiert werden. Dariber hinaus war

vorgesehen, entsprechende Ergebnisse im Hautnmde#statigen.

E.2.3.1 Zytotoxizitat der verwendeten MAPK-Inhibitoren

Vor Beginn der Inhibitionsstudien sollte die Wirlguer Inhibitoren auf die Vitalitat der
NHEK mit Hilfe eines Zytotoxizitatstestes (XTT-Asgaiberprift werden.

Der Inhibitor SB203580, der spezifisch die Aktititédon p38 durch Besetzung der Substrat-
Bindestelle fur ATP hemmt, verursachte in NHEK I@&nzentrationen Uber 20 uM eine

stetige Abnahme der zellularen Vitalitdt (Abb. 31M®aher wurde flr weitere Experimente

mit dem Inhibitor SB203580 eine Hochstkonzentration 20 uM festgelegt.

Der fur MEK1/2 spezifische Inhibitor PD98059 bindet die inaktive Kinase, wodurch deren
Aktivierung durch voraus geschaltete Kinasen vetérh wird. Dies hat zur Folge, dass
ERK1/2 nicht mehr durch MEK1/2 phosphoryliert ward@ann. Die Vitalitatsuntersuchungen
ergaben eine fir NHEK maximal vertragliche Konzatin des MEKZ1/2-Inhibitors
PD98059 von 30 uM (Abb. 31B), die fur die StudieNHEK eingesetzt wurde.

Zudem kam ein JNK-Inhibitor (JNK inhibitor 1l, Catithem) zum Einsatz, der jedoch in
unseren Zellen bei allen getesteten Konzentraticiea hohe Zytotoxizitat aufwies (Daten

hier nicht gezeigt), so dass von einem weiteresdamAbstand genommen wurde.
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Abb. 31: Bestimmung der Zytotoxizitat der MAPK-Inhi bitoren

NHEK wurden mit verschiedenen Konzentrationen dé&f¥-Inhibitoren Uber 4 Tage behandelt. AnschlieRend
erfolgte die Bestimmung der Vitalitat der Zellenttelis des XTT-Assays.

(A) p38-Inhibitor SB203580

(B) MEK1/2-Inhibitor PD98059

E.2.3.2 Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die basale Expression von

Differenzierungsmarkern in unreifen NHEK

Zunéchst sollte die Wirkung der MAPK-Inhibitoren imreifen (nicht-differenzierungs-
induzierten) NHEK untersucht werden.

Nach Inkubation der Zellen mit dem MEK1/2-Inhibitd?D98059 nahm die mRNA-
Expression von Keratin-1 um das 3-Fache und voictiorum das 13-Fache zu.

Hingegen fiihrte eine Hemmung von p38 mittels SB303&u einem leichten Riickgang der
MRNA-Expression beider Differenzierungsmarker (ABRA).

Die Western Blot-Analyse der Proteinbiosynthesadiege diese Ergebnisse (Abb. 32B).

Des Weiteren zeigten Messungen der Zellproliferstiaten einen Rlckgang nach der
Blockierung des ERK1/2-Signalweges, wahrend digbitibn von p38 zu keiner signifi-
kanten Veranderung fuhrte (Abb. 32C).
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Abb. 32: Einfluss von MAPK-Inhibitoren auf die basde Expression von Differenzierungsmarkern

NHEK wurden mit Inhibitoren der Aktivitdit von MEK2/(PD98059; 30 uM) und p38 (SB203580; 20 puM)
behandelt. AnschlielRend erfolgte die Analyse défeBenzierungsmarker Keratin-1 (Tag 1) und Loridfliag 4)
auf mMRNA-Ebene mittels qRT-PCR (A) und Proteinebemittels Western Blot (B). Die Bestimmung der Pro-
liferationsrate wurde an Tag 1 und 4 mittels WSAskay durchgefihrt (C).

In einem weiteren Ansatz wurden beide Inhibitorégicfpzeitig eingesetzt und die mRNA-Expression (IDy
Biosynthese (B) der Differenzierungsmarker bestinifieile zeigen die Antagonisierung der durch Hemgnu
von MEKZ1/2 stimulierten Expression der Differenziegsmarker in Gegenwart des p38-Inhibitors (D).

Die Wirkung der MAPK-Inhibitoren auf den Phosphaeylingsstatus und die Aktivitat der jeweils anderen
Kinase wurde mittels Western Blot bestimmt (E).

*** P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 beziehen sich auf die Lésungsmittelkontr@l@0 %).
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Aufgrund der so nachgewiesenen, offenbar gegendinl Rolle von ERK1/2 und p38 fur
die Differenzierung in NHEK wurde zusatzlich einedpelinkubation mit beiden Inhibitoren
durchgefuhrt, um Rickschlisse auf eine moglicheegggtige Beeinflussung beider Signal-
wege ziehen zu kdnnen.

Hierbei zeigte sich, dass die nach Einzelinkubatiah dem MEKZ1/2-Inhibitor verursachte
Stimulation der Keratin-1-Expression bei gleichpeit Hemmung der p38-Aktivitat abge-
schwacht und bei Loricrin ganzlich aufgehoben wylab. 32B,D).

Die Analyse der Wirkung beider MAPK-Inhibitoren adgn Phosphorylierungsstatus von p38
und ERK1/2 ergab, dass eine Blockierung der MEKAKRvitat mittels PD98059 wie er-
wartet eine ERK1/2-Phosphorylierung verhindert olliee von p38 zu beeinflussen (Abb.
32E). Dass der p38-Inhibitor SB203580 nicht die $pimorylierung der MAPK verhindert,
sondern die Aktivitat von p38, konnte am Verschwimdon Hsp27, einem Substrat von p38,
verifiziert werden.

Dartiber hinaus wurde deutlich, dass die Inhibierdieg beiden Signalwege jeweils zur
Verstarkung des anderen Weges fuhrte. So kam es 68203580-Behandlung zum ver-
mehrten Auftreten der p-ERK1/2-Form und bei Zugabe PD98059 zur Zunahme des
phosphorylierten p38-Zielproteins Hsp27 (Abb. 32E).

Die Resultate dieser Untersuchungen machten as¢émals deutlich, dass die Aktivitdten von
p38 und ERK1/2 in gegenséatzlicher Weise die ba&apression von Differenzierungs-
markern in unreifen Keratinozyten regulieren, wgh@8 die Wirkung von ERK1/2 dominiert

und beide Signalwege Uber einen negativen Crosistigkagieren.

E.2.3.3  Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf den Differenzieru ngsprozess von NHEK

Um zu analysieren, ob die Signalwege von ERK1/2 p88 auch in dem durch &Eaoder
S-Lost induzierten Differenzierungsprozess von Keoayten beteiligt sind, wurden NHEK
mit C&" oder S-Lost behandelt und zugleich mit den beitigribitoren PD89059 und
SB203580 inkubiert.

Die durch C& bzw. S-Lost stimulierte mRNA-Expression der Diéerierungsmarker
Keratin-1 und Loricrin wurde durch eine Hemmung Aktivitat von ERK1/2 bedeutend ver-
starkt. Die Inhibition von p38 hingegen reduziette durch C& oder S-Lost induzierte Ex-
pression der Differenzierungsmarker auf ein Lewigleichbar mit dem unbehandelter, un-
reifer NHEKs (Abb. 33A).
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Die Analyse der Proteinbiosynthese mittels WesRiot bestatigte, dass eine Inhibition des
ERK1/2-Signalweges in G& bzw. S-Lost-behandelten NHEK die Synthese defeBefizie-
rungsmarker verstarkte, wahrend eine Hemmung vd@h gi8se fast vollstandig unterband
(Abb. 33B).

Abb. 33: Einfluss von MAPK-Inhibitoren auf Expression und Synthese von Differenzierungsmarkern

NHEK wurden zunéchst flr eine Stunde mit oder atieeMAPK-Inhibitoren PD98059 (30 uM) und SB203580
(20 pM) vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bedlung mit C& (2,0 mM) oder S-Lost (100 pM) oder die
Zellen blieben unbehandelt (100 %). Daran schlods asine weitere Kultivierung in Gegenwart der MAPK
Inhibitoren PD98059 (30 uM) oder SB203580 (20 pM) worauf die Analyse der Differenzierungsmarker
Keratin-1 (Tag 1) und Loricrin (Tag 4) erfolgte.

(A) mRNA-Expression (QRT-PCR)

(B) Proteinbiosynthese (Western Blot). Als Ladurgygkolle dienteb-Aktin.
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E.2.3.4  Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die Invasionskapazitat von NHEK

Da vorausgegangene Versuche gezeigt hatten, dadswdisionskapazitat der Keratinozyten
nach Exposition mit S-Lost herabgesetzt wird (A2®), sollte nun Uberpruft werden, ob auch
an diesen Veranderungen MAPK-Signalwege beteiligd. Hierfur wurden NHEK mit C&
oder S-Lost inkubiert und parallel im TransWellhvasionsassay analysiert.

In auffalliger Weise konnte die durch Behandlung dellen mit C&" oder S-Lost verur-
sachte deutliche Hemmung der Invasionsrate durghilkgiion des p38-Inhibitors SB203580
neutralisiert bzw. in eine erhdhte Invasionsfahigkengekehrt werden (Abb. 34A). Im
Gegensatz dazu fuhrte eine Inkubation mit dem MBEKdahibitor bei den S-Lost-vergifteten

Zellen zu einer weiteren Reduktion der Invasiores(ahne Abbildung).

Da nach Einwirkung von Gabzw. S-Lost und p38-Inhibitor méglicherweise MM&s den
Veranderungen im Invasionsverhalten der Keratirazytihrten, wurde beispielhaft nach ent-
sprechender Behandlung der Zellen mit S-Lost den3kription von MMP-1, MMP-2 und
MMP-9 mittels gRT-PCR untersucht.

Bei MMP-1 zeigte sich eine starke Abnahme der mREipression nach S-Lost-Behand-
lung, die durch die Gabe des p38-Inhibitors (SB3035:icht nur wiederhergestellt, sondern
sogar deutlich gesteigert wurde (Abb. 34B). Hingegennten fir MMP-2 und MMP-9 keine

vergleichbaren Effekte beobachtet werden.

Abb. 34: Einfluss der Hemmung von p38 auf die Invaenskapazitat und MMP-mRNA-Expression

NHEK wurden mit 2,0 mM C4 oder 100 pM S-Lost behandelt und ohne oder miclgteitiger Gabe des
p38-Inhibitors SB203580 in einem TranswWellhvasionsassay auf ihre Invasionskapazitat hiensocht.
Unbehandelte Zellen wurden als 100 % gesetzt.
(A) Die Anzahl der durch eine rekonstituierte Basambran aus hEZM gewanderten Zellen wurde nach
48 Stunden bestimmt
(B) Ausgewahlte MMPs wurden an Tag 1 nach S-LogieSition ohne und mit Inkubation mit dem
p38-Inhibitor SB203580 mittels gRT-PCR bestimNicht-vergiftete Zellen wurden als 100 % geketz

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die dswcbst induzierte, moglicherweise tber
MMPs mediierte reduzierte Invasionsfahigkeit ureeiKeratinozyten durch Applikation

eines p38-Inhibitors antagonisiert werden kdnnte.
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E.2.3.5 Wirkung des p38-Inhibitors SB203580 im Hautmodell

Im n&chsten Schritt sollten nun noch die zuvor ambkulturen gewonnen Erkenntnisse tUber
die Rolle von p38 bei der Differenzierung von Kararyten imin vitro-3D-Vollhautmodell
untersucht werden (Abb. 35A).

Die Oberflache des Hautmodells wurde fir 30 Minutaih einer S-Lost-Konzentration von
100 uM S-Lost behandelt und nachfolgend fiir einag ih Gegenwart und Abwesenheit des
p38-Inhibitors SB203580 inkubiert.

Eine Analyse der Differenzierungsmarker nach mRNa&w&ktion zeigte eine Verstarkung
der Transkription von Loricrin durch S-Lost, diglgeh durch Zugabe des p38-Inhibitors fast
vollstandig blockiert werden konnte (Abb. 35B). ke Marker Keratin-1 und Involucrin war
ebenfalls eine Verminderung der mRNA-Expressiorhnamsatz des Inhibitors nachzuwei-
sen, allerdings waren diese Faktoren im Hautmageéin Tag nach S-Lost-Exposition nicht

verstarkt exprimiert im Vergleich zur unbehandekamtrolle (Abb. 35B).

Abb. 35: Wirkung des p38-Inhibitors SB203580 im Hatmodell

(A) Makroskopische Aufnahme des Hautmodells (Faegab), das aufgebaut ist aus einer mehrschichtige
~Epidermis* aus Keratinozyten mit darunterliegend@®ermis" bestehend aus Fibroblasten und einer
dazwischenliegenden Basalmembran. Balken = 1cm.

(B) Die Oberflache des Hautmodells wurde entwedar mit 100 pM S-Lost (Kontrolle) exponiert oder
zusatzlich mit dem Inhibitor SB203580 (30 pM) fi4 Stunden inkubiert. Die Veranderungen in der
MRNA-Expression (QRT-PCR) der Differenzierungsmankarden mit unbehandelten NHEK (100 %) ver-
glichen.

Ubereinstimmend mit den Resultaten aus Monokultzeigten somit auch die Experimente
im Vollhautmodell, dass einer mdglicherweise dugchost induzierten erhéhten Expression
von Differenzierungsmarkern durch Applikation eip&8-Inhibitors entgegengewirkt werden

kann.
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DISKUSSION—™

F DISKUSSION

Fast 100 Jahre nach dem ersten Einsatz von S-leodBifigas gibt es keine Ursachen-
orientierte Behandlung fur die durch diesen Wirlkstmsgelosten Hautschaden. Sie kénnen
bislang ausschliel3lich nur symptomatisch versorgtden. Der Hauptgrund dafir ist das

mangelhafte Wissen Uber die verantwortlichen Padubranismen.

Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit waren dahdekoatare Untersuchungen zu der durch
Exposition der Haut mit S-Lost verursachten Bladdnbg und der nachfolgend auftretenden

verzogerten Wundheilung.

F.1 Mechanismen der Blasenbildung:
Einfluss von S-Lost auf die MMP/TIMP-Expression inHautzellen

Von verschiedenen Hauterkrankungen, wie etwa delddam Pemphigoid, ist bereits be-
kannt, dass der auftretenden Blasenbildung einstarkte Aktivitat von Matrix-Metallo-

proteinasen (MMPs) zugrunde liéd%*'° Da MMPs &uRerst potente Modulatoren der
extrazellularen Matrix (EZM) darstellen, wurde inalitnen der vorliegenden Arbeit speziell
die Expression ausgewahlter MMPs und ihres endagdnkibitors TIMP-1 unter dem

Einfluss von S-Lost in diversen in der Haut vorkoemden Zelltypen untersucht. Dabei
zeigte sich, dass S-Lost in Abhangigkeit vom Zelligie Biosynthese von MMPs und

TIMP-1 in unterschiedlicher Weise beeinflusst.

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Untarsgen im Hautmodell und einzelnen
Zellpopulationen in der Haut insbesondere unterU8ksichtigung der Interaktion von

Keratinozyten und Fibroblasten im Detail diskutiert

F.1.1 Selektive Regulation der MMP-9

Die Applikation von S-Lost auf die oberste Schidbkt ,Epidermis® im Hautmodell fihrte zu
einem massiven Anstieg der zellularen MMP-9-Traipgion und -Sekretion, ohne dass sich
die Expression der nah verwandten MMP-2 oder desPMMnhibitors TIMP-1 veranderte.
Diese Beobachtungen lassen auf spezifische Reguusatiechanismen schlielRen und stimmen
mit Berichten anderer Arbeitsgruppen Uberein, wonaehMiIP-9-Biosynthese in der Haut
von Schweinen und Mausen durch S-Lost selektiv temghiert wird, nicht aber die von
MMP-2 84! Diese differentielle Regulation der beiden Gelmsien wurde auch schon bei
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anderen Zelltypen mesodermalen Ursprungs wie Hastén, endothelialen Zellen und
mesenchymalen Stammzellen gezé&tGt'* Der divergierende Regulationsmechanismus kann
durch die stark unterschiedlichen Promotorstruktuter beiden Gene erklart werden, die sich
bei MMP-9 durch eine Vielzahl regulatorischer Elenee auszeichnen, wéahrend die von
MMP-2 die Charakteristika eher konstitutiv exprinée Gene aufweisett®

F.1.2 Parakriner Mechanismus der MMP-9-Freisetzung

Weiterfuhrende detaillierte Untersuchungen an daddn das Hautmodell aufbauenden Zell-
typen zeigten, dass S-Lost die MMP-9-Expressiordém Monokulturen primérer Fibro-
blasten (NHDF) und immortalisierten Keratinozyt¢thACaT) nicht unmittelbar induzieren
kann. Vielmehr gelang es, einen parakrinen Regslize identifizieren, der auf der konstitu-
tiven Sekretion eines bislang unbekannten |oslidraktors aus Keratinozyten beruht und bei
Fibroblasten zur Induktion einer basalen Translaiptind Sekretion von MMP-9 flhrt. Eine
Behandlung der Keratinozyten mit S-Lost verstafikermsichtlich die Sekretion dieses para-
krinen Faktors und fihrt letztlich zu einer deutlierhohten MMP-9-Expression in Fibro-
blasten. Diese Befunde betonen die Bedeutsamkelhtiraktion verschiedener Zelltypen in
der Haut und bestatigen entsprechende Daten emgeren Forschungsgruppe, die eine ver-
mehrte MMP-9-Sekretion bei Fibroblasten nach Cakieltung mit Keratinozyten zeigte®

Da auch Brustkrebszellen durch Sekretion von TNEBEAd TGFb in Tumor-assoziierten
Fibroblasten eine MMP-9-Expression induzieren kariié scheinen Fibroblasten fiir die
MMP-9-stimulierenden Signale aus anderen Zelltypesonders empfanglich zu sein. In
ersten eigenen Vorversuchen (Daten hier nicht gezmiit Arrays (RayBiotech, USA) zum
Nachweis von Zytokinen und Wachstumsfaktoren kamnten Medium von S-Lost-
behandelten Keratinozyten potenzielle Faktoren titieiert werden, die fur die parakrine
MMP-9-Induktion verantwortlich sein konnten. So madie Konzentration von TNF; IL-6
und GRO nach S-Lost-Exposition zu, wobei es sich hier untokipe handelt, die zum Tell
bereits als MMP-9-Regulatoren in verschiedenentg®h beschrieben wurdéh#9|n
nachfolgenden Untersuchungen konnten wir jedocariverwendung neutralisierender Anti-
korper gegen diese Faktoren bislang keine kausatieil§jung der genannten Zytokine an der

S-Lost-induzierten parakrinen MMP-9-Expression iioréblasten nachgeweisen.
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F.1.3 Pathophysiologische Bedeutung von MMP-9 bei der B&nbildung

MMP-9 besitzt ein breites Spektrum an Substratenywesentliche EZM-Molekile darstellen
wie z.B. Kollagen Typ IV, Laminin, Aggrekan, Elastind Entaktit?° Somit ist MMP-9 in
der Lage vor allem durch Degradation von Kollageyp TV, dem Hauptbestandteil der
Basalmembran, direkt zur Gewebezerstorung beizerrag

Aufgrund unserer Erkenntnisse, dass MMP-9 in veesldnen Hautzelltypen (v.a Fibro-
blasten und PMN-Granulozyten) nach S-Lost-Vergidturerstarkt exprimiert wird, ist die
Beteiligung dieser Proteinase an der charaktertstis Blasenbildung sehr wahrscheinlich
(Abb. 36).

Abb. 36: Modell der S-Lost-induzierten Blasenbildury

Bei S-Lost-exponierter Haut ist stets eine starkes@nbildung zu beobachten. Unsere Ergebnisse [Hulfie

ren zeigen, dass S-Lost offenbar als Induktor d&tRAVB-Expression wirkt. Insbesondere Fibroblastetrese
tieren dann vermehrt MMP-9, stimuliert durch l6kéc Faktoren, die Keratinozyten nach S-Lost-Expmsiti
freisetzen. Zusatzlich tragen PMN-Granulozyten awerstarkten Vorkommen der MMP-9 im Gewebe bei, da
diese bei Kontakt mit S-Lost unmittelbar groRe Memgn MMP-9 aus den Speichergranula ausschitteseDi
vermehrte Expression und Sekretion von MMP-9 filih Abbau der Basalmembran, wodurch die Epidermis
den Kontakt zur Dermis verliert und in der fur SskLtypischen Blasenbildung resultiert.

In der Literatur ist eine bedeutende Rolle von M®Bei verschiedenen Hauterkrankungen
ebenso wie bei der normalen Wundheilung beschrieberzeigen in einem experimentellen
Modell firr das bullése Pemphigoid MMP-9-defizieMkiuse keine Blasenbildung méfit.
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Dies weist auf eine kausale Beteiligung von MMPr9dar Pathophysiologie dieser Erkran-
kung hin, moéglicherweise durch Degradation von I&tnproteinen, die in der Basalmembran
fur den engen Kontakt zwischen Dermis und Epidesuorgen. In ahnlicher Weise konnte in
einem Modell fir eine andere blasenbildende Hataekung namenEpidermolysis bullosa
acquisitagezeigt werden, dass die Aktivitat von MMP-9 egsahzur proteolytischen Tren-

nung von Epidermis und Dermis beitragt.

Da die S-Lost-vermittelte Blasenbildung ebenfallscth eine Losung der Verbindung zwi-
schen Epidermis und Dermis charakterisiert#tassen unsere Ergebnisse den Schluss zu,
dass dieser Prozess durch eine erhohte MMP-9-Swkiaais Fibroblasten und anderen Zellen
(wie z.B. PMN-Granulozyten) begunstigt wird (Ablg)3Des Weiteren kann MMP-9 durch
Inaktivierung des Proteinaseinhibitor&-Pl, der zu den wichtigsten Inhibitoren des preteo
lytischen Enzyms Elastase aus PMN-Granulozyten gelhdch indirekt zu diesen patho-
logischen Prozessen beitragen, da durch d&fPI-Mangel ein vermehrter Abbau von
Strukturproteinen (wie z.B. Elastin) oder eine Varsung von Entzindungsreaktionen aus-

gelost wird*?

Daruber hinaus sind fiur MMP-9 eine Vielzahl regotetcher Funktionen bekannt, die durch
proteolytische Prozessierung biologisch aktivertéine zustande kommt. Hierzu zahlt die
Aktivierung von TGFb und Interleukin-8’ das in PMN-Granulozyten wiederum die
MMP-9-Sekretion erhoht* und so tiber eine positive Riickkopplung die MMPe@nvittelten

Effekte in S-Lost exponiertem Gewebe weiter vekstdDies stimmt Gberein mit der von uns
beobachteten vermehrten MMP-9-Ausschiittung aushfisolierten PMN-Granulozyten und
immortalisierten Monozyten (THP-1-Zellen) unmittatbnach S-Lost-Behandlung vitro,

was mutmallich auch zur Blasenbildung nach S-LagBEitionin vivo beitragt.

F.1.4 Bedeutung von MMPs fiir die Migration von Fibroblasten

Fur MMP-9 wurde bereits nachgewiesen, dass sieearRékrutierung und Migration von
inflammatorischen Zellen sowie Keratinozyten unéréblasten im Gewebe wahrend ent-
zuindlicher oder regenerativer Prozesse beteiltgt'té>'?° Dies steht im Einklang mit den
eigenen Beobachtungen, wonach die durch S-Lostelaten MMP-9-Sekretion aus Fibro-
blasten sowohl mit der verstarkten Migrationsfakigldieser Zellen inScratchAssay als
auch mit der verbesserten Invasion der Zellen demh rekonstituierte Basalmembran ein-

herging.

80| DISKUSSION



Wahrscheinlich sind neben MMP-9 aber auch ander®l-B&gradierende Proteasen und
stimulatorische Faktoren fir die Wanderungseigeafsather Fibroblasten von Bedeutung.
Beispielsweise wurde in einem Cokultur-System aesaknozyten und Fibroblasten Stratifin
(zur 14-3-3-Proteinfamilie zugehoérig) als parakrifgtimulator fir eine MMP-1-Induktion
identifiziert’?’ In unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass MM®n Fibroblasten
exprimiert wird, wenn diese mit sezernierten Fadtoder S-Lost-behandelten Keratinozyten
inkubiert wurden. Wahrend der Wundheilung erhakémoblasten von epidermalen Zellen
spezifische Signale, die fir eine Umschaltung démMEroduktion auf die Biosynthese von
MMPs sorgen, insbesondere von MMP-1, die fur digrigtion der Zellen und Modellierung
des interstitiellen Stromas eine entscheidende adg hat-*® Somit ist anzunehmen, dass
fur Fibroblasten wéhrend des Wundheilungsprozesses einer S-Lost-Exposition neben
MMP-9 auch MMP-1 flir die Mobilitat der Zellen bergitwird.

F.2 Mechanismen der verzégerten Wundheilung:

Einfluss von S-Lost auf die Funktionalitat von Kerdainozyten

F.2.1 Bedeutung des Differenzierungsstatus von Progeniteellen der Haut

Zur Aufklarung molekularer Mechanismen der durchdSt verursachten verzégerten Wund-
heilung wurden primare humane Keratinozyten (NHEH)gesetzt, die als unreife Pro-
genitorzellen fur das regenerative Potential deutHait verantwortlich sind. Diese Zellen
sind in der basalen Schicht der Epidermis zu findgled tragen unter physiologischen Bedin-
gungen zur Homoostase in der Haut bei. Wahrend\derdheilung dienen sie der Regenera-
tion des Gewebe?s.

Der unreife Status der fur unsere Experimente vedeten NHEK wurde in Kulturen durch
Erhthung der Ca-Konzentration und so durch die damit eingeleiiféerenzierungn vitro
von uns verifiziert. Die erhéhte &aKonzentration spiegelt di@ vivo-Situation in der Epi-
dermis wider, in der die Reifung von Keratinozyten der Basalschicht anhand eines
steigenden Ga&-Gradienten in Richtung der duBeren Zellschichtérmosgelost wird®

Unsere Untersuchungen zeigten, dass S-Lost incitenlWeise wie Ca eine terminale Dif-
ferenzierung in NHEK induziert. Dabei erhdhte S4liosunseren Experimenten nicht nur die
Biosynthese friher Reifungsmarkemwie Keratin-1 und Involucrin, sondern stimulierte

dartiber hinaus auch die Expression des spaten Kalkeicrin, was darauf schlie3en lasst,
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dass eine terminale Differenzierung in den Zellengeeitet wurde. Fur Involucrin konnten
wir nach S-Lost-Behandlung sowohl Monomere als dwwlalent verknipfte Oligomere des
Proteins detektieren, wie dies auch in Untersucbeongnderer Autoren nachgewiesen
wurde®?®

Die S-Lost-vermittelte Induktion der Differenziegsmarker in unseren Experimenten mit
den NHEK war begleitet von einer Abnahme der Peddifionsrate, was typischerweise nach
Beginn des Reifungsprozesses in Keratinozyten mbdmhten ist*® In Ubereinstimmung
damit nahm nach S-Lost-Behandlung der NHEK-Zellechadie Expression von Amphi-
regulin ab (Daten hier nicht gezeigt), einem wigbti Regulator des Zellwachstums in

Keratinozyten*!

Somit lasst sich aus unseren Ergebnissen schlielass, es in unreifen Keratinozyten nach
einer S-Lost-Exposition zu einer verfrihten Difiezeerung kommt, die unabhéngig von der
exogenen Cd-Konzentration ist. Dies kénnte in der basalen &uhides von S-Lost-
betroffenen Gewebes zu einer Beeintrdchtigung dektionalitat der Progenitorzellen fuh-
ren, so dass diese nicht mehr im vollen UmfangdférRe-Epithelialisierung und Regenera-
tion der Haut zur Verfligung stehen und so zur Radtisiologie der eingeschrankten Wund-

heilung in den geschadigten Geweben beitragen kannt

Im Hinblick auf die Bedeutung von Progenitorzelfén die Wundheilung sind auch humane
mesenchymale Stammzellen (hMSC) zu nennen, die daghalen Verletzungen aus dem
Knochenmark tber die Zirkulation in die Haut eindlam und dort zur Geweberegeneration
beitragen® Durch die Differenzierung in Keratinozyten untétgen sie die Re-
Epithelialisierung, wéahrend ihre Umwandlung in Mipobblasten die kontraktilen Krafte fir
den Wundschluss verstarfi*>***zudem tiben hMSC uiber die Freisetzung von Zytokinen
und Chemokinen in parakriner Weise immunmodulatbesEffekte bei der Heilung einer
Wunde aus?*®

Unsere Ergebnisse liefern nun erstmals Hinweiseeag Dysregulation der Differenzierung
von hMSC nach Kontakt mit S-Lost, was ebenfalls Rathophysiologie der verlangsamten

Wundheilung beitragen konnte.
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F.2.2 Bedeutung von MMPs fir die Migration von Keratinozyten

Neben der regularen Differenzierung ist auch diggristionsfahigkeit der Keratinozyten
essentiell fir die normale Wundheiluh§:**® So wandern insbesondere wéhrend der Re-
Epithelialisierung der Haut unversehrte Zellen Basalschicht und des Wundrandes in das

verletzte Gewebe eff.

Unsere Daten zeigen nun, dass S-Lost die Fahigkegifer Keratinozyten beeintrachtigt,
durch extrazellulare Matrix zu migrieren. Diese d@inrankung kénnte auah vivo zu der
verzogerten Geweberegeneration beitragen, diedypis/eise bei S-Lost-geschadigter Haut

beobachtet wird.

Die verringerte Mobilitat nach S-Lost-Exposition imseren Experimenten ging mit einer
geringeren basalen Expression von MMP-1 und MMmBezx. Normalerweise ist jedoch zu
beobachten, dass MMP-9 wahrend des Wundheilungsggegz besonders bei wandernden
Keratinozyten verstarkt sekretiert witdAuch im Mausmodell gibt es Belege fiir die Beteili-
gung der MMP-9 an der Geweberegeneration, da dieeTiach MMP-9-Knockout bei einer
Full-Thickness -Verletzung eine verzégerte Re-Epithelialisierungisen, die unter ande-

rem auf die geringeren Wanderungsraten der Kemttea zuriickzufiihren iS¢’

Bei tiefer Verwundung der Haut kommt es stets ameh Zerstérung von Basalmembran-
strukturen, so dass Keratinozyten der Epidermis Muatrixbestandteilen der Dermis wie
Kollagen | in Kontakt kommen. Dadurch wird in diasgellen MMP-1 induziert, die die
Keratinozyten zur Wanderung uber die provisoridelagrix nutzen, welche wahrend der fri-
hen Phase der Wundheilung gebildet wittl.

Dass eine erhdhte Expression bestimmter MMPs &iH&ilung forderlich sein kann, ist auch
aus Untersuchungen an chronischen Wunden (wie dabetéschen Ulcus) bekannt. Hier
korreliert die Hohe der MMP-1-Expression unmittelbat einer verbesserten Wundheilungs-
rate!®® Umgekehrt filhrt eine schwache Expression diesetePiase zu einem reduzierten
Migrationspotential von Keratinozyten wahrend deslithgsprozesses und bedingt so eine

verzogerte Re-Epithelialisierung.

Verglichen mit der durch erhbhte MMP-Aktivitdt vesachten Blasenbildung als friihes
Symptom einer S-Lost-exponierten Haut, sind fur siggiter zu beobachtende verzogerte
Wundheilung offenbaerniedrigte MMP-Expressionen mitverantwortlich. ®ienterstreicht
die Notwendigkeit einer zeitlich abgegrenzten ¢etion hinsichtlich spezifischer MMPs

als therapeutische Targets.

™ Hautverletzung, bei der Epidermis und Dermis Hégrosind
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Interessanterweise konnte in unseren Untersuchudigetiurch S-Lost-Exposition blockierte
Migration und MMP-1-Expression von NHEK durch Iniibn der MAPK p38 wiederherge-

stellt werden. Unsere Resultate zeigen somit, daswverzogerte Re-Epithelialisierung der
durch S-Lost geschadigten Haut auf eine Migratiensinung bei Keratinozyten beruhen
konnte, der ihrerseits eine verringerte MMP-Expmszugrunde liegt und der mdglicher-
weise durch Applikation eines p38-MAPK-Inhibitoletapeutisch begegnet werden kdnnte.

F.2.3 Bedeutung der beteiligten MAPK-Signalwege

Eine exakte Regulation zellularer Prozesse wieiferation, Differenzierung und Migration
ist von grundlegender Bedeutung fur die Funktigdalyon Stamm- und Progenitorzellen.
Dies gilt besonders fur deren Aktivierung aus demmézustand, etwa im Rahmen der Gewe-
beregeneration oder Wundheilung nach spezifisctierutation mit inflammatorischen Zyto-
kinen und Chemokinel{® Moglicherweise filthrt S-Lost zu einer Stérung dieRegulations-
mechanismen und der intrazellularen Signalibertrggwas die von uns beschriebene

vorzeitige Differenzierungsinduktion in NHEK bedemkonnte.

Bezlglich der beteiligten Signalwege zeigte sich umseren Versuchen nach S-Lost-
Exposition der Keratinozyten eine Zunahme der phospierten Formen der MAPK p38
und ERK1/2 (Details siehe Abb. 37). Diese Ergelmissmmen mit Beobachtungen aus
Untersuchungen mit anderen Stressfaktoren wie UWsh&ing Uberein, die in verschiedenen
Zelltypen eine Aktivierung von p38 bewirkéfl:*** Im Gegensatz zu p38 wird ERK1/2

hingegen typischerweise durch WachstumsfaktorerZytkine induziert-**

In unseren Experimenten erfolgte ein Anstieg dessphorylierung von p38 innerhalb der
ersten halben Stunde nach S-Lost-Exposition, waés duch schon in anderen Studien mit
humanen und murinen Keratinozyten nach BehandluitgSrhost oder dessen Analogon
2-Chlorethyl-Ethylsulfid (CEES) gezeigt wurd®:**’ Dies belegt die zentrale Rolle des
p38-MAPK-Signalweges als Antwort der Zellen auf &t. Der von uns nachgewiesenen
verfrihten Differenzierung liegt die verstarkte p3&ivierung sowie die Phosphorylierung
dessen Zielproteins Hsp27 zugrunde, was mit eindoelen Bericht Gbereinstimmt, in dem
p38 und Hsp27 als essenzielle Faktoren der geezgeftidermalen Differenzierung genannt

werdent*®
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Abb. 37: Schematischer Uberblick tiber die S-Lost-iduzierten Signalkaskaden in Keratinozyten

Nach Exposition unreifer Keratinozyten mit S-Logtdvin den Zellen der Differenzierungsprozess eligiget.
Dies ist insbesondere durch eine dauerhaft vetstédtktivitat der MAPK p38 gekennzeichnet, wohingegdie
von ERK1/2 nur kurzzeitig erhoht ist. Wie der Eitzsaon spezifischen Inhibitoren (SB203580 bzw. POESH
zeigte, scheint ERK1/2 fur die proliferativen Eigehaften der unreifen Zellen verantwortlich zu sp38 hin-
gegen ist offenbar essentiell fir den Differenziggprozess, der durch ERK1/2 negativ moduliert wird
Ubereinstimmung damit lieR sich durch Blockierurmm\p38 die S-Lost-induzierte Differenzierung vedem.
Somit kénnte die Applikation eines selektiven p&8ibitors eine neue, sinnvoll erscheinende Optiamdie
Behandlung der Wundheilungsstérung in S-Lost-exgro@i Haut darstellen.
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Aus Untersuchungen an Mausen ist bekannt, dass PR¥th S-Lost-Behandlung in Kera-
tinozyten stabil hochreguliert wird? Unsere Resultate an humanen Keratinozyten belegen
einen massiven Anstieg des Phosphorylierungsstatu€RK1/2 innerhalb von 10 Minuten
nach S-Lost-Exposition, der jedoch nach 30 Minuteieder vollstdndig in einen de-
phosphorylierten Status tberging und der dann dishrere Tage stabil blieb. Moéglicher-
weise konnen diese Unterschiede durch Speziesfisgbei Regulationsmechanismen oder
auch durch eine Inhibierung der ERK1/2-Phosphomytig durch p38 zu erklaren séff.

Interessanterweise zeigten unsere Untersuchungespetifischen Inhibitoren von p38 und
ERK1/2 eine gegenseitige Beeinflussung des Phogidrmngsstatus beider MAPK. Ver-
schiedene andere Arbeitsgruppen berichten ebenfaltskomplexen Interaktionen beider
Signalwege, die einen bidirektionalen negativensetak einschlieRel®*** So wurde in

HelLa-Zellen eine Hemmung der ERK1/2-Aktivitdt unteem Einfluss von p38 nachgewie-
149

sen.”™ Ein anderer Mechanismus beruht auf der Dephospénrgg von ERK1/2 durch eine

p38-vermittelte Aktivierung spezifischer Phosphatds®

In unseren MAPK-Inhibitor-Studien gelang zudemreeds der Nachweis dafir, dass p38 so-
wohl fiir die physiologische (durch €ainduzierte) als auch fiir die pathophysiologische
(durch S-Lost ausgel6ste) Differenzierung ursabhlierantwortlich ist. Dies stimmt mit Be-
obachtungen eineasinderer Forschungsgruppe Uberein, wonach eineitiomibson p38 die
Expansion von Keratinozyten stark erleichtert, Waiesen Zellen die basale Expression von
Differenzierungsmarkern niedrig gehalten und soRfiiferation gefordert wird>* Auch in
anderen Zelltypen wie Myoblasten und Osteoklastdreiat p38 eine wichtige Rolle beim

zellularen Reifungsprozess zu spiett->°

Interessanterweise aktivierte S-Lost in den Expenit@an mit primaren Keratinozyten
(NHEK) sowohl p38 als auch ERK1/2, obwohl beidernaigvege offenbar unterschiedliche
Rollen in der Kontrolle der Differenzierung diesgellen einnehmen. Im Gegensatz zur
Hemmung von p38 wurde bei Inhibition von ERK1/2 derch S-Lost bzw. Gainduzierte
Reifungsprozess signi-fikant gesteigert. Das inmgitzeine negative Wirkung der ERK1/2-
Aktivitat bei diesem Vorgang. In ahnlicher Weiset Ira Myoblasten die Aktivierung des
ERK1/2-Signalweges eine Hemmung der DifferenzierumgFolge™>’

86| DISKUSSION



Zusammenfassend weisen die eigenen Resultate aifetnKeratinozyten darauf hin, dass
die S-Lost-induzierte Differenzierung auf eine d&alf\ktivierung der p38-MAPK zuriick-
zufiihren ist, die nur von einer kurzzeitigen ERk$tEnulation antagonisiert wird. Es ver-
schiebt sich demnach die Balance zwischen den Biggan von ERK1/2 und p38 bei
S-Lost-Behandlung in Richtung der p38-Aktivitat, dass der Ph&notyp proliferierender
Progenitorzellen vermehrt zu dem der reifen Kecatyten wechselt (Abb. 37). Somit ist
anzunehmen, dass p38 bei der Initiierung der QEffeierung von Keratinozyten nach S-Lost-
Exposition von entscheidender Bedeutung ist undddiminierende MAPK bei diesem Vor-
gang darstellt.

Sowohl unsere Experimente mit Keratinozyten-Montlkein als auch erste Vorversuche im
Hautmodell zeigen, dass einer S-Lost-induzierterzaitigen Differenzierung von Keratino-

zyten durch Applikation eines p38-Inhibitors entgegewirkt werden kann.

Entsprechend aller Resultate erscheint somit desdEz selektiver Inhibitoren gegen p38,
nicht aber gegen ERK1/2, als sinnvoll bei der Enwvigginnovativer Strategien zur Behand-
lung von Wundheilungsstérungen der Haut nach Exiposimit S-Lost.
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SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK—

G SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Bis heute gibt es kein spezifisches Antidot zur &ehlung von S-Lost-induzierten Schadi-
gungen der Haut. Die Ergebnisse der vorliegendesddiation kbnnen nun maoglicherweise
zur Entwicklung innovativer Therapien basierend @erf Applikation spezifischer Inhibitoren

beitragen.

Bezuglich der Blasenbildung als friihes Symptom relBid.ost-Exposition der Haut lassen
eigene Resultate die Hochregulation diverser MMiRshesondere der MMP-9, in verschie-
denen Hautzelltypen erkennen. Korrespondierendeldfigse anderer Arbeitsgruppen fihr-
ten bereits zur Annahme, dass der therapeutisaisagi selektiver niedermolekularer MMP-
Inhibitoren zur verbesserten Wundheilung auch bé&oS&-verursachten Hautlasionen bei-
tragen konnté>®** Diese These wurde durch Studien an Hautbiopsistitigt, wonach die
S-Lost-induzierte Separation von Epidermis und Derdurch Gabe des MMP-Breitband-
Inhibitors llomastat (GM6001) verhindert werden kte1® Auch fur die durch S-Lost
hervorgerufenen Symptome in der Lunge und in demefAukonnte im Tiermodell bei
Verabreichung von llomastat oder des unspezifischAP-Inhibitors Doxycyclin nach
Inhalation bzw. topischer Behandlung eine Abschwaghinflammatorischer Prozesse sowie
eine Reduktion der MMP-9-Expression beobachtet erettf°°

In klinischen Studien fuhrte jedoch die Applikatiean GM6001 bei Patienten mit kinstlich
gesetzten Blasen langfristig zu einer verlangsamtemdheilung, was die Notwendigkeit
einer zeitlich begrenzten Therapie mit derartigeink¥¥offen deutlich machi®® Eine Erkla-
rung fir diese Beobachtung kdnnte die in unseretefrsnchungen gezeigte Bedeutung der
MMP-Expression flur die Migration regenerierenderdepmaler Progenitorzellen bei dem
nachfolgenden Wundheilungsprozess liefern. Denansfthtlich blockiert S-Lost langfristig
sowohl die Expression spezifischer MMPs (z.B. MMPals auch die Migrationskapazitat
von Keratinozyten und tragt dadurch moéglicherweige verzdogerten Re-Epithelialisierung
entsprechend verletzter Haut bei.

Unsere Resultate legen somit den Schluss nahe,allasstherapeutische Applikation von
MMP-Inhibitoren zur Behandlung von Hautblasen n&chost-Exposition in einem zeitlich
begrenzten Rahmen stattfinden sollte, um die MMREwiEt nicht zu beeintrachtigen, die
spater fur die Wanderung regenerierender Zellerravithder Wundheilung von entscheiden-
der Bedeutung ist.
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Um den langfristigen Auswirkungen von S-Lost aué dVundheilung entgegenzutreten,
wurde sich nach den jetzt vorliegenden Erkenntnisie Verabreichung von Inhibitoren der
p38-MAPK-Signalweges anbieten. Diese Interventionrke nicht nur dem Verlust der zellu-
laren Mobilitat durch Wiederherstellung der MMP-Eggsion entgegenwirken, sondern auch
die frihzeitige Differenzierung der S-Lost-vergiéie Keratinozyten und somit den Verlust
essentieller Haut-Progenitorzellen verhindern, wmsbesondere die eigenem vitro-
Untersuchungen im Hautmodell zeigen konnten.

Diese Empfehlung wird zudem durch neueste Dateersititzt, die in einem Mausmodell fur
Wundheilungsstorungen generiert wurden. Dementlpret hatte die topische Applikation
eines selektiven p38-Inhibitors einen positivenekffauf die Wundkontraktion, die Forma-

tion des Granulationsgewebes und den Prozess dEpitelialisierund’?®
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