auch HePC stimulierte HaCa'T-Zellen weisen eine verlangsamte Wundheilung auf. So be-
tragt der Wundverschluss nur 30% bei Inositol-C2-PAF- bzw. 50% bei HePC-behandelten
Zellen. Bei Verlangerung des Inkubationszeitraums auf 24h zeigt sich bei allen Zellen eine
deutlich verlangsamte Wundheilung. In Kontrollzellen und HePC-behandelten Zelle ist die
Wunde nur zu 51% bzw. 55% geschlossen. In Inositol-C2-PAF-behandelten Zellen ist die
Wunde nach 24h nur zu 40% geschlossen (Abb. 6.30).
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Abbildung 6.30: Einfluss von Inositol-C2-PAF oder HeP C auf die Wundheilung von HaCa'T'-
Zellen nach Transfektion von 611, Racl und Hemmung des Rho-Signalweges durch Y-27632

Es wurden vier unabhingige Versuche mit je zwei Wunden pro Ansatz durchgefiihrt. Von jeder Wunde
wurden 3 Distanzen der Wundbreite ausgemessen. Davon wurden die Mittelwerte sowie die Standardab-
weichungen der Mittelwerte bestimmt.
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Die Transfektion von 17N Racl und die Hemmung des Rho-Signalweges haben keinen
Einfluss auf die Wundheilung von Kontrollzellen, so betréagt der Wundverschluss nach 3h
40% und nach 24h 74%. In Inositol-C2-PAF-stimulierten Zellen wird die Wundheilung
beschleunigt, auf 57% nach 3h bzw. 75% nach 24h. In HePC-stimulierten Zellen zeigt sich
beschleunigte Wundheilung von 55% nach 3h, wohingegen nach 24h der Wundverschluss
dhnlich wie bei Kontrollzellen 77% betragt (Abb. 6.31).
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Abbildung 6.31: Einfluss von Inositol-C2-PAF oder HeP C auf die Wundheilung von HaCa'T'-
Zellen nach Transfektion von 17N Racl und Hemmung des Rho-Signalweges durch Y-27632

Es wurden vier unabhingige Versuche mit je zwei Wunden pro Ansatz durchgefiihrt. Von jeder Wunde

wurden 3 Distanzen der Wundbreite ausgemessen. Davon wurden die Mittelwerte sowie die Standardab-
weichungen der Mittelwerte bestimmt.
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Da in den vorausgehenden Untersuchungen Inositol-C2-PAF die Transwell-Migration
und Wundheilung von HaCaT-Zellen stiarker beeinflusste als HePC, sind im folgenden Ab-
schnitt nur die Daten der Untersuchungen mit Inositol-C2-PAF gezeigt. Abb. 6.32 zeigt
den Einfluss der transienten Transfektion auf die Wundheilung von Kontroll- und Inositol-
C2-PAF behandelten HaCa'T-Zellen. Die erfolgte Transfektion lasst sich anhand der Ko-
Expression mit dem griinfluoreszierenden Protein (GFP) nachweisen. Zusétzlich wurde das
Aktinzytoskelett mit Phalloidin-TRITC gefarbt, die Darstellung ist invers schwarz/wei8,
um die Erkennbarkeit feiner Strukturen zu verbessern. Die Wunde verlauft diagonal von
links unten nach rechts oben. Bei den Vektor-transfizierten Zellen erkennt man positiv-
transfizierte (griine) Zellen in der Wunde, die durch ein breites Lamellipodium mit fei-
nem Aktinnetzwerk (Pfeilkopf) gekennzeichnet sind. In den 61L Racl-transfizierten Zellen
(griin) kommt es zur Ausprigung eines verstarkten, sehr breiten, ungerichteten Lamellipods
(Pfeil). Die nicht-transfizierten Zellen sind durch ein feineres Aktinnetzwerk (Pfeilkopf) ge-
kennzeichnet. Die 17N Racl-transfizierte Zelle (griin) befindet sich innerhalb der Wunde
und weist ein gerichtetes Lamellipod mit feiner Aktinstruktur (Pfeilkopf) auf. Zusétzlich
zeigen einige nicht-transfizierte Zellen sehr langgestreckte Zellkérper. Die Gabe von buM
Inositol-C2-PAF fithrt in Vektor-transfizierten wie auch in nicht-transfizierten Zellen zu
einer vermehrten Bildung von Filopodien (Pfeilkopf) und damit zu einer Lockerung des
Zellverbandes. Die Vektor-transfizierten (griinen) Zellen befinden sich direkt am Wund-
rand. 611 Racl-transfizierte Zellen sind durch ein breites, Lamellipodium (Pfeile), das in
scheinbar festerem Kontakt zu benachbarten Zellen ist, gekennzeichnet. Sowohl transfi-
zierte als auch nicht transfizierte Zellen zeigen eine starke kortikale Aktinfarbung, aber
keine Filopodien. 17N Racl-transfizierte Zellen (griin) zeigen keinen ausgepragten Phéno-
typ, befinden sich aber auch am Wundrand und scheinen an der zum Wundverschluss
fithrenden Migration beteiligt zu sein. Nicht-transfizierte Zellen sind durch Filopodien und
teilweise sehr gestreckte Zellkorper, in einem aufgelockerten Zellverband, gekennzeichnet
(Pfeilkopfe).
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Abbildung 6.32: Immunfluoreszenzstudie zur Wundheilung von HaCaT-Zellen nach transi-
enter Transfektion mit den indizierten Racl-Konstrukten nach 24h

Transient transfizierte HaCa'T-Zellen werden auf Collagen IV ausplattiert. 24h nach dem Zufiigen der Wun-
de wurde der Versuch abgestoppt, die erfolgreiche Transfektion ist durch die Expression des GFP-Proteins
nachweisbar. Das Aktinzytoskelett wurde mit Phalloidin-TRITC gefarbt, fiir die bessere Erkennbarkeit
des Zytoskeletts wurde eine inverse Darstellung gewahlt.

Die morphologischen Verdnderungen, die durch die transiente Transfektion mit verschie-
denen Racl-Konstrukten, die Inkubation mit dem Rho-Kinasen Inhibitor Y-27632 und die
Stimulation mit 5uM Inositol-C2-PAF hervorgerufen werden, sind in Abb. 6.33 zu sehen.
In den Vektor-transfizierten Kontrollzellen, die mit 10uM Y-27632, aber nicht mit Inositol-
C2-PAF behandelt wurden, erkennt man positiv-transfizierte (griine) Zellen in der Wunde.
Diese, wie auch nicht-transfizierte Zellen, sind durch langgestreckte Zellkorper (Pfeilkopf)
gekennzeichnet. Die 611 Racl-transfizierten Kontrollzellen (griin) sind durch ein breites,
ungerichtetes Lamellipodium gekennzeichnet (Pfeil). Nicht-transfizierte Zellen sind durch
ein feines Aktinnetzwerk gekennzeichnet und sind scheinbar an der 611, Rac1-transfizierten
Zelle vorbei migriert (Pfeilkopf). Die 17N Racl-transfizierte Kontrollzelle (griin) ist direkt
am Wundrand und weist ein breites, gerichtetes Lamellipod auf. Bei den nicht-transfizierten
Zellen erkennt man wieder Zellen, die einen sehr langgestreckten Phénotyp (Pfeilkopfe)

aufweisen.
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Abbildung 6.33: Immunfluoreszenzstudie zur Wundheilung von HaCaT-Zellen nach tran-
sienter Transfektion mit den indizierten Rac-Konstrukten und Hemmung des RhoA-
Signalweges durch Y-27632 nach 24h

Transient transfizierte HaCa'T-Zellen werden auf Collagen IV ausplattiert. 24h nach dem Zufiigen der Wun-
de wurde der Versuch abgestoppt, die erfolgreiche Transfektion ist durch die Expression des GFP-Proteins
nachweisbar. Das Aktinzytoskelett wurde mit Phalloidin-TRITC gefarbt, fiir die bessere Erkennbarkeit
des Zytoskeletts wurde eine inverse Darstellung gewahlt.

Bei den mit Inositol-C2-PAF behandelten Zellen befinden sich sowohl Vektor- (griin)
als auch nicht-transfizierte Zellen direkt am Wundrand und scheinen in die Wunde hin-
ein zu migrieren. Beide Zelltypen weisen feines Aktinnetzwerk (Pfeilkopf) auf. 611 Racl-
transfizierte Zellen (griin) dagegen fallen hinter dem Wundrand zuriick. Das charakteris-
tische, breite, ungerichtete Lamellipodium (Pfeil) ist erkennbar, obwohl die Zelle deutlich
kleiner ist, als nicht-transfizierte Nachbarzellen, die in die Wunde zu migrieren scheinen.
Nicht-transfizierte Zellen weisen zudem ein feineres Aktinnetzwerk (Pfeilkopf) auf. 17N
Racl-transfizierte Zellen (griin) sind in die Wunde migriert. Sie weisen gerichtete Lamel-
lipodien und verlangerte Zellausldufer (Pfeilkopfe) auf. Nicht-transfizierte Zellen weisen

keine morphologischen Besonderheiten auf (Abb. 6.33).
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6.1.8 Beeinflussung der Differenzierung

Die Regeneration der Epidermis erfolgt ausschlieBlich aus Stammezellen, die im Stratum
basale lokalisiert sind. Um ihre protektive Hauptfunktion erfiillen zu kénnen, sind Kera-
tinozyten einem dramatischen Wandel ihrer Morphologie und Funktion unterworfen. Die
sogenannte terminale Differenzierung fithrt zur irreversiblen Aggregation und Polymerisa-
tion der Keratinfilamente und zum Ausfiillen des kompletten interzellularen Raums mit
Lipiden. Am Ende bilden tote Korneozyten die Hornschicht, eine wirksame Schutzschicht
gegen duflere Einfliisse (Owens und Watt, 2003).

Zur vollstandigen Differenzierung von Keratinozyten gehort die Formation des Corni-
fied Envelope. Dieser besteht aus unloslichen, miteinander quervernetzten Proteinen und

befindet sich direkt unterhalb der Plasmamembran.

Untersuchung der Involucrin- und Transglutaminaseexpression

Transglutaminasen sind Enzyme, die posttranslationale Modifikationen glutamin- und ly-
sinhaltiger Proteine, wie Involucrin, katalysieren. Involucrin ist ein ubiquitérer Bestandteil
des Cornified Envelope (Rice und Green, 1978). Wahrend der Differenzierung von Kerati-
nozyten, aber auch bei Erkrankungen wie Psoriasis, steigt die Expression von Involucrin
und Transglutaminasen an. Aufgrund vorausgegangener Befunde sollte der Einfluss von
Inositol-C2-PAF und HePC auf die Expression der Differenzierungsmarker Transglutami-
nase und Involucrin untersucht werden.

Fiir diese Versuche werden die Zellen sehr dicht ausplattiert und mit den Phospholipid-
analoga inkubiert. Die Solubilisate der Zellen werden im Western-Blot mit Hilfe spezifischer
Antikorper auf die Expression von Involucrin und Transglutaminase untersucht.

Die Involucrinexpression steigt sowohl in unbehandelten Zellen als auch in den Zellen
der Positiv-Kontrolle iiber die Zeit an. Als Positiv-Kontrolle dienen Zellen, die durch Kul-
tur auf Poly-HEMA-beschichteten Kulturschalen zur verstérkten Differenzierung angeregt
werden (Adams und Watt, 1988; Gandarillas und Watt, 1995). Die unbehandelten Zellen
werden iiber die Kulturdauer konfluent und gelangen so aus dem proliferierenden in den
differenzierenden Status.

Nach 48stiindiger Inkubation zeigen Solubilisate von HaCa'T-Zellen, die sowohl mit
Inositol-C2-PAF- als auch mit HePC-behandelt wurden, eine um 20% bzw. 40% gestei-
gerte Involucrinexpression im Gegensatz zu unbehandelten Zellen. Die durch die Kultur
auf Poly-HEMA beschichteten Zellen der Positiv-Kontrolle weisen eine um den Faktor 4

gesteigerte Involucrinexpression auf. Bei Verldngerung der Inkubation auf 72h zeigt sich,
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dass Inositol-C2-PAF die Involucrinexpression im Vergleich zur 48h Inkubation verdoppelt,
so dass die Expression 72% des Wertes der Positiv-Kontrolle betrdagt. Dahingegen fiihrt die

Inkubation mit HePC zu keiner weiteren Steigerung der Involucrinexpression (Abb. 6.34).

HaCaT-Zelllysate, Western Blot
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Abbildung 6.34: Western-Blot von HaCaT-Zelllysaten auf die Expression verschiedener
Differenzierungsmarker

Nach der Inkubation mit dem indizierten Phospholipid wird mit PBS gewaschen und die Zellen mit ei-
nem Zellschaber in 2x2004 1. PBS abgeschabt, in ein Eppendorfgefafl iiberfithrt und fiir 3min bei 900rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und die Pellets werden mit 754 L Solubilisationspuffer 2h auf
Eis solubilisiert. 509 Protein werden auf ein 8,5%iges SDS-Gel geladen. Nach dem ,western-blotting* wird
die Nitrocellulosemembran mit einem anti-human-Involucrin-Antikorper und einem anti-human-3-Aktin-
Antikorper inkubiert. Nach der Inkubation mit den entsprechenden, Peroxidase-gekoppelten Sekundiran-
tikorpern erfolgt die Auswertung am Imager (Fuji@). Fs wurden fiinf unabhangige Versuche durchgefiihrt,
gezeigt ist ein reprasentativer Western-Blot.

Abbildung 6.35 zeigt die densitometrischen Auswertungen der fiinf unabhéngigen Ein-
zelexperimente. Zusammenfassend zeigen Solubilisate von HaCaT-Zellen nach 48stiindiger
Inkubation mit Inositol-C2-PAF eine um circa 60% gesteigerte Involucrinexpression im
Gegensatz zu unbehandelten Zellen. Bei Verlangerung der Inkubation auf 72h zeigt sich,
dass Inositol-C2-PAF die Involucrinexpression im Vergleich zu unbehandelten Zellen wie-

derum um 16% steigern kann, aber deutlich weniger als die Zellen der Positiv-Kontrolle.

72



Dahingegen fiihrt die Inkubation mit HePC zu einer Steigerung der Involucrinexpression
um 74% nach 48h. Nach 72h Inkubation mit HePC wird die Involucrinexpression um den
Faktor 2,25 im Vergleich zu unbehandelten Zellen gesteigert und erreicht damit fast das Ni-
veau der Positiv-Kontrollzellen, die die Involucrinexpression um den Faktor 2,71 steigern.
Als weiterer Marker der Differenzierung wurde die Transglutaminaseexpression untersucht.
Die Transglutaminaseexpression in HaCa'T-Zellen wird weder durch Inositol-C2-PAF- noch
durch HePC-Inkubation beeinflusst (Abb. 6.34 und 6.36).
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Abbildung 6.35: Zusammenfassende Quantifizierung des Einflusses von Inositol-C2-PAF
und HePC auf die Involucrinexpression in HaCaT-Zellen nach 48h und 72h; (n=5)

Die mit einem * indizierten Ergebnisse unterscheiden sich signifikant von den Ergebnissen unbehandelter
Kontrollzellen, bezogen auf den jeweiligen Zeitpunkt.
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Abbildung 6.36: Zusammenfassende Quantifizierung der Western-Blots von HaCaT'-
Zelllysaten fiir die Expression der Transglutaminase 11 nach 48h und 72h; (n=5)
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Auch bei der Inkubation von SCC-25 Zellen zeigt sich eine kontinuierliche Zunahme der
Involucrinexpression in den Zellen der Positiv-Kontrolle. In unbehandelten Zellen ist dieser
Anstieg deutlich schwécher ausgeprigt. Auch in Inositol-C2-PAF- oder HePC-behandelten
Zellen zeigen Inkubationen bis zu 48h keinen Effekt hinsichtlich der Involcurinexpressi-
on. Nach 72stiindiger Inkubation betrdagt die Erhchung der Involucrinexpression in den
Zelllysaten der Positiv-Kontrolle 131%, in Solubilisaten von Zellen, die mit 5uM Inositol-
C2-PAF inkubiert wurden, 106% und in Solubilisaten von Zellen, die mit 5uM HePC
behandelt wurden, 13%. Betrachtet man die Transglutaminaseexpression, so zeigt sich,

dass weder Inositol-C2-PAF noch HePC einen Einfluss darauf ausiiben. Ein reprasentati-

ver Western-Blot ist in Abb. 6.37 gezeigt.

SCC-25-Zelllysate, Western Blot
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Abbildung 6.37: Einfluss von Inositol-C2-PAF und HePC auf die Differenzierung von SCC-
25-Zellen

Es wurden vier unabhingige Experimente durchgefiihrt, gezeigt ist ein reprasentativer Western-Blot.
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Abb. 6.38 stellt die densitometrischen Auswertungen der vier unabhéngigen Einzelexpe-

rimente fiir die Beeinflussung der Involucrinexpression in SCC-25-Zellen dar.
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Abbildung 6.38: Zusammenfassende Quantifizierung der Western-Blots von SCC-25-
Zelllysaten fiir die Involucrinexpression nach 48h und 72h; (n=4)

Die mit einem * indizierten Ergebnisse unterscheiden sich signifikant von den Ergebnissen unbehandelter
Kontrollzellen, bezogen auf den jeweiligen Zeitpunkt.

Abb. 6.39 stellt die densitometrischen Auswertungen der vier unabhéngigen Einzelexpe-

rimente fiir die Beeinflussung der Transglutaminaseexpression in SCC-25-Zellen dar.
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Abbildung 6.39: Zusammenfassende Quantifizierung der Western-Blots von SCC-25-
Zelllysaten fiir die Transglutaminaseexpression nach 48h und 72h; (n=4)
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Untersuchung der Transglutaminase-Aktivitat

Da die Expression des spaten Differenzierungsmarkers Involucrin durch Inositol-C2-PAF
und HePC erhoht wird, nicht aber die Expression des Differenzierungsmarkers Trans-
glutaminase, wurde im Folgenden untersucht, ob die Aktivitdt dieses Enzyms moglicher-

weise durch diese Substanzen reguliert wird.
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Abbildung 6.40: Bestimmung der Transglutaminaseaktivitit in Solubilisaten von Primérke-
ratinozyten nach Stimulation (96h) mit Inositol-C2-PAF oder HePC

Primiirkeratinozyten werden zu 2x10° Zellen/6Well ausgesit und mit den indizierten Substanzen (1,25:M
Inositol-C2-PAF bzw. HePC, 10pM Sphingosin-1-phosphat (S1P) oder Keratinozyten-Wachstumsmedium)
fir 96h im Brutschrank inkubiert. Die Zellen werden in 2x200p 1 Tris-HCl-Puffer abgeschabt. Der Zellauf-
schluss erfolgt durch 7 Einfrier- und Auftau-Zyklen. 100uL des Uberstandes werden mit 600uL Inkubati-
onspuffer fiir 1h im Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von 600uL 10%iger, eiskalter Trichloressigsiure
wird die Reaktion beendet. Das gesamte Volumen wird auf GF/C-Filter (Whatman) iibertragen und
griindlich gewaschen. Der Filter wird mit 2ml Szintillationsfliissigkeit sorgfaltig gevortext. Der Liquid-
Scintillation-Counter ermittelt die spezifische Radioaktivitit.

Hierzu wurden Primérkeratinozyten verwendet, weil in HaCaT-Zellen mit
Sphingosin-1-phosphat, das als Positiv-Kontrolle eingesetzt wurde, keine Erhéhung
der Transglutaminase- Aktivitat festgestellt werden konnte. Die Konzentrationen der Phos-
pholipidanaloga wurden reduziert, weil Zytotoxizitéitstests ergaben, dass nach 48stiindiger
Inkubation die substanzinduzierte Toxizitat von Inositol-C2-PAF auf Primérkeratinozyten

schon 60% betrégt. Die Priméarkeratinozyten werden fiir 96h mit den Phospholipidanaloga
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