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Kurzfassung

Die Psoriasis vulgaris ist eine chronisch inflammatorische Erkrankung. Die Ursache
dieser Erkrankung ist bislang nicht eindeutig geklart. Der Deutsche Psoriasis Bund
teilte anlésslich des Welt-Psoriasis-Tags im Jahre 2013 mit, dass nach Schatzungen
von Experten etwa ein Viertel (24%) der Menschen, die an Psoriasis leiden, nicht mehr
zu einem Arzt gehen, da sie mit der Behandlung unzufrieden sind. Kritisiert werden
mangelnde Kenntnisse iiber Ausmafl und Therapie der Erkrankung bei den Arzten und
Patienten. Aufgrund bisher immer noch fehlender Heilungsméoglichkeiten der Psoriasis,
gilt es, weiter nach alternativen Behandlungsoptionen zu forschen. Dieses stellt den
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar. Inositol-C2-Pléttchen-aktivierender Fak-
tor (PAF) gehort zu den glykosidierten Phospholipiden, die eine neuartige Untergrup-
pe der synthetischen Etherlipide darstellen. Etherlipide fanden bisher nur Anwendung
in der Tumortherapie, doch konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass sie auch einen
Effekt auf chronisch entziindlich ablaufende Prozesse haben kénnten. Diese Arbeit be-
fasst sich mit dem Einfluss des Etherlipids Inositol-C2-PAF auf die Transkriptionsfak-
toren NFkB und sein Regulatormolekiil IkBa, sowie dem Transkriptionsfaktor STAT1,
in einem epidermalen 2D-Modell humaner Keratinozyten (HaCaT). Mithilfe von Wes-
tern Blot-Analysen sowie der indirekten Immunfluoreszenz-Analyse sollte untersucht
werden, ob Inositol-C2-PAF einen Einfluss auf die Expression und die Translokation
der Transkriptionsfaktoren NFxB und STAT1 in den Zellkern und die damit verbun-
dene Aktivierung der Genexpression hat. Dafiir wurden die HaCaT-Zellen mit den
Zytokinen IL-6 oder IFNy in An- bzw. Abwesenheit von Inositol-C2-PAF stimuliert
und tber unterschiedliche Zeitrdume inkubiert. Die Wirksamkeit sollte auf zellulérer
und molekularer Ebene untersucht werden. Ein signifikanter Effekt von Inositol-C2-
PAF auf den NFkB-Signalweg und die damit verbundenen Komponenten konnte nicht
ausreichend belegt werden. In den Western Blot-Versuchen mit den einfachen Solu-
bilisaten um den Transkriptionsfaktor STAT1 ldsst sich ein moéglicher Effekt durch
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Inositol-C2-PAF nach 24h beobachten. Dieser Effekt ldsst sich deutlicher nach Kern-
Zytosol-Trennung in der nukledren Fraktion erkennen. Nach einer Stimulation tiber
15min bis zu 24h zeigt sich eine Reduktion des Transkriptionsfaktors STAT1 durch
die gleichzeitige Stimulation mit IFNy und Inositol-C2-PAF. Dieses Bild konnte in der
indirekten Immunfluoreszenz bestétigt werden. Es liess die Tendenz erkennen, dass der
Transkriptionsfaktor STAT1 nach Stimulation mit IFNy in den Zellkern transloziert
und mit gleichzeitiger Gabe von Inositol-C2-PAF an der Translokation in den Zellkern
gehemmt wird. Dies lésst vermuten, dass Inositol-C2-PAF nicht nur ein geeigneter
Wirkstoff-Kandidat fiir die Behandlung von Tumorerkrankungen ist, sondern auch in
der Behandlung chronisch inflammatorischer Erkrankungen, wie der Psoriasis, zum

Einsatz kommen konnte.



Abstract

Psoriasis vulgaris is a chronic inflammatory disease and to date, the cause of this
disease is not clearly understood. According to the German Psoriasis Association in
2013, 24% of patients who suffer from psoriasis are no longer visiting a doctor be-
cause they are highly unsatisfied with their treatment. Little knowledge about the
dimension and the treatment of the disease are frequent points of criticism from doc-
tors and patients. Therapies to cure psoriasis are still missing. Therefore, there is an
urgent need to find novel treatment options which is also the focus of the present
work. Inositol-C2-PAF belongs to the glycosidated phospholipids, which represent a
subgroup of synthetic ether lipids. So far, ehterlipids are used in cancer therapy, but it
had already been shown that they might have an impact on chronic inflammatory pro-
cesses as well. This work is about the influence of the ether lipid Inositol-C2-PAF on
the transcription factor NF«xB and its regulatormolecule IkBa as well as on the tran-
scription factor STAT1, in a 2D epidermal model of human keratinocytes (HaCaT).
Western blot analysis and indirect immunofluorescence analysis are used to investigate
whether Inositol-C2-PAF has an influence on the expression and translocation of the
transcription factors NFkB and STAT1. For this purpose HaCaT cells are stimulated
with the cytokines IL-6 or IFNy with or without Inositol-C2-PAF, and incubated for
different periods of time. The effect was investigated at the cellular and molecular
level. A significant effect of Inositol-C2-PAF on the transcription factor NFxB and
associated components could not be shown. Using western blot analysis with a simple
solubilisate, a possible effect of Inositol-C2-PAF on the expression of the transcrip-
tion factor STAT1 after 24h was observed. This effect is even more significant the
nuclear fraction. After stimulation for 15min to 24h, the transcription factor STAT1
decreases in the presence of IFNy and Inositol-C2-PAF. This observation could also
be confirmed using indirect immunofluorescence analysis. There was a clear tendency

that the transcription factor STAT1 translocates into the nucleus after stimulation.
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When added simultaneously, Inositol-C2-PAF inhibited this translocation. The given
results suggests that Inositol-C2-PAF might also be a promising compound for the

treatment of chronic inflammatory diseases such as psoriasis.



1 Einleitung

1.1 Die Geschichte der Psoriasis

Die ersten Beschreibungen der sogenannten Schuppenflechte finden sich bereits im
alten Testament; doch blieb dieses Bild bis zum Ende des 18. Jahrhunderts sehr diffus.
Erst Robert Willan, ein britischer Dermatologe, beschrieb im Jahre 1808 das klinische
Bild der Psoriasis mit ,,diinnen weilen Faden®, in ,der Grofle eines Silerpfennings*,
von ,,scheibenrunder oder ovaler Gestalt®, ,mit trockenen Schuppen bedeckt und mit
einem roten Rande umgeben* und versuchte damit eine erste, wenn auch in den Augen
anderer, eher mittelméfBige Abgrenzung zur damals sehr gefiirchteten Lepra (Saalmann
(1998)).

1860 wurde diese Beschreibung von einem Kollegen Willans, dem Osterreicher Ferdi-
nand von Hebras, mit folgenden Worten stark kritisiert: ,Die einzelnen Efforeszenzen
stehen im Beginne der Erkrankung stets isoliert und treten erst im weiteren Verlauf
ndher aneinander oder sie verschmelzen ganz miteinander. Bei der Psoriasis ist zwar
meistens die ganze Haut an verschiedenen Punkten Sitz der Erkrankung, mit beson-
derer Pradilektion der Ellenbogen und Knie, aber gewohnlich sind die inselférmig zer-
streuten Effloreszenzen durch grofiere oder kleinere gesunde Hautpartien von einander
getrennt.. (Saalmann (1998)). Seine vorgeschlagene , Klassifikation” der Hautkrank-
heiten setzte sich rasch durch (Saalmann (1998)).

Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Psoriasis vulgaris um eine
chronisch entziindliche Erkrankung der Haut handelt, die familidr gehauft auftritt,
aber auch durch verschiedene Umwelteinfliisse, wie Rauchen, Medikamente und Infek-
te, ausgelost werden kann.

Die Erkrankung begleitet einen Menschen nach Ausbruch sein Leben lang und gilt bis

heute als nicht heilbar.
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1.2 Klassifikation der Psoriasis

Im Laufe der Zeit wurde versucht, die Psoriasis anhand ihres Phénotyps zu unter-
scheiden. Der Ubergang der verschiedenen Formen ist jedoch flieBend und auch Misch-
formen sind moglich. Die Tabelle 1.1 zeigt die Einteilung nach (Sterry (2004)).

Psoriasis vulgaris Chronisch-stationdre Psoriasis (Plaquetyp),
Psoriasis guttata (Exanthemische Psoriasis),
Psoriasis intertriginosa, Psoriasis inversa,

Psoriasis erythrodermatica

Psoriasis pustulosa Psoriasis pustulosa palmoplantaris (Barber),
Acrodermatitis continua suppurative (Hallo-
peau),

Anulére Psoriasis pustulosa (Erythema anu-

lare centrifugum cum pustulatione)

Psoriasis  pustulosa in  der
Schwangerschaft (Impetigo her-

petiformis)

Psoriasis pustulosa generalisata

(von Zumbusch)

Arzneimittelinduzierte Psoriasis
und psoriasiforme  Arzneimit-
telexantheme, psoriatrische

Osteoarthropathie

Tabelle 1.1: Einteilung der Psoriasis-Formen nach (Sterry (2004))

In einer alteren Einteilung wurde versucht, zu unterscheiden zwischen der Psoriasis
Typ 1 mit der Erstmanifestation der Erkrankung vor dem 40. Lebensjahr, genetischer
Disposition und schwerem Verlauf, sowie der Psoriasis Typ 2 mit der Erstmanifestation
nach dem 40. Lebensjahr, fehlender genetischer Disposition und milderem Verlauf

(Henseler (1995)). Aktuell wird die Psoriasis vulgaris nach ihren Hauterscheinungen
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unterschieden. Grundlage hierfiir ist die Auspragung der Lasionen, sowie dem weiteren
Verlauf der Krankheit, so dass man die akut eruptive Variante von dem chronisch
stationdren Typ trennt (Griffiths et al. (2007), Nast et al. (2011)).

1.3 Begleiterkrankungen

Bei Psoriasis-Patienten sind weitere systemische Erkrankungen, die durch die Psoriasis
bedingt sind, zu beobachten. Dazu gehoren Gelenkbeteiligungen (Psoriasis-Arthritis),
chronisch-entziindliche Erkrankungen (rheumatoide Erkrankung), chronisch-entziind-
liche Darmerkrankungen und metabolische Verdnderungen wie Fettstoffwechsel-Sto-
rungen, Diabetes-Neigung, Adipositas und arterielle Hypertonie (Augustin et al.
(2010)). Damit erhoht sich vor allem bei jungen Menschen mit einer schweren Aus-
priagungsform der Psoriasis das Riskio an einem kardiavaskuldren Ereignis, wie einem
Herzinfarkt oder Schlaganfall zu erkranken, woraus eine erhéhte Mortalitét resultiert
mit einer herabgesetzten Lebenserwartung um drei bis vier Lebensjahre (Gelfand et al.
(2007)). Auch Depressionen (Egeberg (2016)) und eine erhohte Suchtneigung scheinen
ebenfalls hdufiger bei den Patienten aufzutreten (Nast et al. (2017)).

1.4 Klinisches Bild und Histologie der Psoriasis vulgaris

Durch gestorte und zu schnelle Differenzierung der Haut zeigen sich scharf begrenz-
te erythemato-squamose Plaques mit aufsitzender, nicht fest haftender silbrig-weif3
grober Schuppung, die durch teilweise starken Juckreiz charakterisiert sind. Die fiir die
Psoriasis vulgaris, typischen Pradilektionsstellen sind Kapillitium, &uflerer Gehorgang,
Knie- und Ellenbogenregion, Sakralregion und die Négel.

Zu den ebenfalls typisch klinischen Befunden gehort das sogenannte , Kerzentropfen-
Phanomen“ (Abbildung 1.1a), das ,Phidnomen des letzten H&utchens® (Abbil-
dung 1.1b), ,der blutige Tau“ (auch das ,Auspitz-Phdnomen* genannt) (Abbil-
dung 1.1c) und die Olflecken oder Tiipfel an den Nigeln, sowie das sogenannte Kobner-
Phénomen nach Reizung der Haut (Moll (2010b)).

Histologisch zeigen sich sogenannte Munro-Mikroabzesse, die durch Einwanderung

neutrophiler Granulozyten in Epidermis und Dermis bedingt sind. Die parallel ablaufen-
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Abbildung 1.1: Klinische Zeichen der Psoriasis vulgaris (Moll (2010b))

de Hyperproliferation zeigt sich durch eine ausgepragte Verdickung des Epithels (Akan-
those) mit ausgezogenen Reteleisten. Das Stratum granulosum fehlt aufgrund der tiber-
schneidenden Reifung der Keratinozyten wahrend das Stratum corneuwm durch die er-
hohte proliferative Aktivitdt und gestorte Ausreifung der Keratinozyten verdickt ist
(Hyperparakeratose) (Nestle et al. (2009), Nast et al. (2017)) (Abbildung 1.2).

1.5 Diagnostik

1.5.1 Bestimmung des Schweregrades mithilfe des PASI-Scores

Um den Schweregrad der Psoriasis schnell und vergleichend zu ermitteln, kann der
Psoriasis Area and Severity Index (PASI) herangezogen werden (Mrowietz et al.
(2010)). Insgesamt kann dabei eine maximale Punktzahl von 72 erreicht werden. Zur
Ermittlung des Scores werden die Symptome Erythem (Rotung), Infiltration (Plaque-
dicke) und Schuppung beurteilt. Eine Rolle spielt dabei ebenfalls die GroBe und Aus-
priagung der genannten Symptome auf den betroffenen Korperoberflichen, wie Kopf,
Rumpf, Arme und Beine. Liegt der PASI<10 spricht man eher von einer leichten
Psoriasis-Erkrankung. Liegt der PASI oberhalb von 10 ist dies als mittelschwere bis
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Gesunde Haut Psoriatrische Haut
Parakeratose
ausgezogene
Hyperkeratose Reteleisten Akanthose

Epidermis

Dermis

Abbildung 1.2: Histologie psoriatischer im Vergleich zu gesunder Haut (Wagner et al.
(2010))

schwere Erkrankung definiert (Mrowietz et al. (2010)).

1.5.2 Bestimmung des Schweregrades mithilfe des DLQI-Fragebogens

Das Auftreten von Verdnderungen der Haut, wie im Falle der Psoriasis kann die
Lebensqualitidt eines Menschen erheblich beeinflussen und fiir die Betroffenen eine
grofle Belastung darstellen. Um Aussagen iiber die Lebensqualitdt zu machen, kann
der dermatologische Lebensqualitéitsindex (DLQI) in Form eines Fragebogens hilfreich
sein. Dieser wurde im Jahre 1994 vor allem fiir Kinder und Jugendliche tiber 16 Jahren
mit einem chronischen Hautleiden entwickelt. Zu Beginn war der Test lediglich in eng-
lischer Sprache erhéltlich, doch mittlerweile ist er auch in einer deutschen Ausfithrung
zu bekommen. Bezogen auf die letzten sieben Tage miissen zehn Fragen beantwortet
werden, die sich vor allem auf die psychosozialen Folgen in Leben und Alltag konzen-

trieren.
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Dabei werden folgende Bereiche abgedeckt (Radtke et al. (2009), Mrowietz et al.
(2010), Ali et al. (2016), Atwan et al. (2017), Nast et al. (2017)):

1. Symptome/Gefiihle

2. tégliche Aktivitit

3. Freizeit

4. Arbeit/Schule

5. personliche Beziehungen

6. Auswirkungen der Behandlung auf den Alltag

Die maximale Punktzahl betragt 30 und mit der Hohe des Wertes steigt die Einschrén-
kung der Lebensqualitat des Menschen an. Liegt der Wert >= (groBer/ gleich) 10 so
spricht man von einer mittelschweren bis schweren Einschrankung (Mrowietz et al.
(2010)).

Der PASI-Score und der DLQI-Index eignen sich sehr gut zur Definition von Thera-

piezielen.

1.6 Epidemiologie

Die Psoriasis vulgaris ist eine auf der ganzen Welt vorkommende Erkrankung, die ei-
ne unterschiedliche Haufigkeit je nach ethnischer Zugehorigkeit aufweist. Die hdufigste
Form zeigt in Deutschland eine Pravalenz von 2-3%, womit insgesamt etwa 1,5 Millio-
nen Menschen betroffen sind (Ferrandiz et al. (2001), Augustin et al. (2010)). Dabei

weisen Manner und Frauen diese Erkrankung zu gleichen Teilen auf (Fry (1988)).

1.7 Atiologie

1.7.1 Genetik

Die Psoriasis vulgaris ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei der nicht nur genetische

Faktoren eine Rolle spielen. Auch Umwelteinfliilsse konnen in der Pathogenese zum
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Tragen kommen (Nast et al. (2011)). Die genetische Komponente der Psoriasis vulgaris
ist bis heute nicht eindeutig geklédrt. Diese spielt jedoch eine wichtige Rolle, welche
sich durch die Konkordanzraten bei eineiigen Zwillingen mit 30-50% und bei zweieiigen
Zwillingen mit 10-20% widerspiegelt. Zudem liegt das Risiko zu erkranken bei 10-15%,
wenn ein Elternteil an Psoriasis leidet und bei 30-40%), wenn beide Elternteile betroffen
sind (Harden et al. (2015)). Bis heute konnten 9 spezifische Gene bzw. sogenannte
Suszeptibilitatsloci identifiziert werden, PSORS 1-9 (Capon et al. (2004)), unter denen
PSORS 1 auf dem kurzen Arm des Chromosom 6, das bisher wichtigste Gen darstellt
und besonders haufig beim Psoriasis Typ 1 gefunden wird. Dieses Chromosom enthalt
die HLA-Gene, wovon das HLA-Cw6-Allel die grofite Bedeutung fiir die Erkrankung
zu haben scheint (Valdimarsson (2007)). Bei der Psoriasis Typ 2 zeigt sich eine hohe
Assoziation zum HLA-Cw2-Allel und zum HLA-B27-Allel. Das benannte Gen PSORS-
1 spielt hier keine erwéhnenswerte Rolle (Henseler (1997), Allen et al. (2005)).

1.7.2 Umwelteinfliisse

Auch Umweltfaktoren koénnen einen Einfluss auf die Erstmanifestation und spéteren
Exazerbationen der betroffenen Person haben. Dazu gehoren z.B. Infektionen, psy-
chischer Stress, mechanische Reizung (Kobner-Phanomen), Medikamente, wie B-Blo-
cker, Lithium, Antimalariamedikation und ACE-Hemmer, sowie die Erndhrung. Auch
das Rauchen soll einen negativen Effekt auf das Hautbild eines Psoriatikers haben

(Lognnberg et al. (2015)).

1.8 Pathogenese

Bis heute ist die Pathogenese immunologisch nicht abschlieBend geklart. Man geht
aber mittlerweile davon aus, das die Psoriasis eine Autoimmunerkrankung ist, deren
Bild durch die Aktivitét der T-Zellen beherrscht wird (Christophers (2003), Hengge
(2006), Lowes et al. (2014)). Belege fiir diese Vermutung finden sich in der Behandlung
der Psoriasis. Medikamente, wie Cyclosporin A, blockieren erfolgreich die T-Zellen und
hemmen die Interleukin-Produktion (Miiller (1981), Tigalonowa et al. (1989), Cai et al.
(2012)). Auch Methotrexat (MTX), das ebenfalls die Aktivitét der T-Zellen reduziert
(Genestier et al. (1998), Chan (2013)), bestétigt das Bild der T-Zell-vermittelten Au-
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toimmunerkrankung. Nach allogener Knochenmarkstransplantation gesunder Spender
kam es bei erkrankten Empfangern zur Abheilung der Psoriasis. Umgekehrt fiihrte
die allogene Knochenmarkstransplantation kranker Spender zum Ausbruch der Er-
krankung bei gesunden Empfangern (Yokota et al. (1996), Adkins et al. (2000), Bos
(2007)).

AufBlerdem werden bestimmte Streptokokken-Antigene (M-Protein) nach vorausgegan-
gener Streptokokken-Infektion als Krankheitsausloser diskutiert. Primér kommt es da-
bei zur Bildung von T-Gedéachtniszellen, die normalerweise bei einer erneuten Infektion
zum Einsatz kommen und fiir eine schnellere Eliminierung des Erregers sorgen. Die
hohe Ahnlichkeit der Streptokokken-Antigene mit den humanen Keratinen 16 bzw. 17
konnte sekundar der Grund fiir eine mogliche kreuzreaktive Aktivierung, sogenann-
tem molekularen Mimikry von spezifischen T-Zellen und damit ein moglicher Ausloser
der Psoriasis sein (Valdimarsson et al. (2009), Cai et al. (2012)). Eine Tonsillekto-
mie verringert héufig den Schweregrad der Psoriasis (Thorleifsdottir et al. (2012)).
Das Vorliegen von weiteren auslosenden Auto-Antigenen wird vermutet, gilt es aber
zu beweisen. Das psoriatische autoimmune Entziindungsgeschehen der Haut ist ein
komplexes Zusammenspiel, das durch die oben genannten Faktoren der Genetik sowie
Umweltfaktoren beeinflusst wird (Lowes et al. (2014)). Ausgelost wird die Erkran-
kung in der akuten frithen Phase meist durch einen aufleren Reiz, wie eine kleine
Verletzung, einem Trauma (Kobner-Effekt), einer Infektion oder Medikamente. Der
dadurch eintretende Zelltod fithrt letztendlich zur Aktivierung von Keratinozyten, die
daraufthin das antimikrobielle Peptid AMP LL-37 freisetzen. Dieses Peptid bindet an
DNA-/RNA-Fragmente zerstorter Hautzellen. (Lande et al. (2007), Ganguly et al.
(2009)). Plasmazytoide dendritische Zellen, die normalerweise in gesunder Haut nicht
zu finden sind, finden sich in aufféillig hoher Zahl in psoriatrischer Haut. Der DNA-
/LL37-Komplex bindet an den intrazellulér gelegenen Toll-Like-Rezeptor (TLR)9 der
plasmazytoiden dendritischen Zellen. Sie schiitten Typ I IFN aus und spielen damit
eine wichtige Rolle in der frithen Phase der Erkrankung (Nestle et al. (2005)). Typ I
IFN und weitere proinflammatorische Zytokine, wie IL-1f, IL-6 und TNF, die durch
die aktivierten Keratinozyten gebildet werden, aktivieren wiederum myloide derma-
le dendritische Zellen, die ebenfalls in auffallig hoher Zahl in psoriatrischer Haut zu
finden sind (Zaba et al. (2009)). TNFo wiederum fiithrt zur verstarkten Synthese von
IL-1, TL-6 und IL-8 und aktiviert nukleare Transkriptionsfaktoren wie NFxB (nuclear
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factor of kappa light chain gene enhancer in B cells). Wie eine Reihe von Studien
belegen (Goldminz et al. (2013), Moorchung et al. (2013)), konnte der Transkripti-
onsfaktor NFxB als wichtige Komponente bei der Pathogenese der Psoriasis vulgaris
ausgemacht werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt von NF«kB in
der Epidermis und den hyperplastischen Basalzellen mit dem Entziindungsgeschehen
der Haut korreliert. Auch das vermehrte Einwandern von Leukozyten konnte auf die
erhohte NFxB-Aktivitat zurtickgefithrt werden (Moorchung et al. (2013)).

Aufgabe der aktivierten myoloiden dendritischen Zellen ist die Prasentation eines spe-
zifischen Antigens an die T-Zellen. Mehrere Studien konnten belegen, dass die An-
wesenheit eines gemeinsamen Antigens die Krankheit auslosen konnte (Chang et al.
(1994), Menssen et al. (1995), Prinz et al. (1999), Vollmer et al. (2001)). Bei un-
terschiedlichen Patienten konnten oligoklonale T-Zellen, sowie klonale T-Zellrezeptor-
Regionen in psoriatrischen Léasionen gefunden werden. Auch die Anwesenheit des glei-
chen T-Zellklons im Laufe der Erkrankung deutet auf ein gemeinsames auslosendes An-
tigen hin. Dieses Antigen konnte der oben erwédhnte DNA- bzw. RNA-/LL-37-Komplex
sein.

In der spéten bzw. chronischen Phase der Psoriasis ist die I1-23- /I1.-17-Achse von ent-
scheidender Bedeutung. Dendritische Zellen der Haut, die in der frithen Phase bereits
aktiviert wurden, stimulieren und aktivieren iiber Botenstoffe, wie TNFa, IL-23 und
IL-17 wiederum Subgruppen von T-Zellen, wie Thl- und Th17-Zellen, die sich bei bei
einer psoriatrischen Lésion vor allem in der Dermis finden (Lowes et al. (2007)). In
der Epidermis kommt es zu einer Ansammlung zytotoxischer T-Zellen (Lowes et al.
(2007)), wobei grofitenteils die T-Helferzellen die Erkrankung induzieren und unter-
halten (Gudjonsson et al. (2004)). Diese sind normalerweise bei der Infektabwehr des
Korpers fur die Erkennung von Antigenen zustdndig, die ihnen von den antigenpréa-
sentierenden Zellen (Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen)
prisentiert werden. Ein Hinweis fiir das Vorliegen der CD4- und CD8-Zellen gibt das
Koébner-Phédnomen. Durch Setzung eines Reizes auf der Haut kommt es zur Auslosung
der Psoriasis. In dieser Lasion finden sich zuerst CD4-Zellen und danach CD8-Zellen
(Valdimarsson et al. (1986)). Ebenfalls ist der CD4-/CD8-Quotient erhoht (Baker et al.
(1988), Camargo et al. (2013)). Bei Mausen konnte eine psoriasisahnliche Hautentziin-
dung induziert werden durch die Gabe von IL-23 (Zheng et al. (2006)). Die Thl- und
Th17-Zellen produzieren IFNy, aber auch 11-17, IL-21 und IL-22 (Monteleone et al.
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(2011)). Diese Vielzahl an Zytokinen fithren zu einer Entziindung in der Haut, die sich
selbst verstiarkt und immer weiter Entziindungszellen anlockt und damit zum typi-
schen Bild der Psoriasis mit Hyperkeratose, verstarkter Vaskularisierung und gestorter
epidermaler Differenzierung fithrt (Dirschka et al. (2011)). Die vermehrte Bildung der
Keratine 6 und 16 (Krueger (2005)) locken vermehrt neutrophile Granulozyten an und
lassen die typischen Monroe’schen Mikroabzesse entstehen.

Verschiedene Studien belegen, dass zum weiteren Versténdnis der molekularen Pa-
thogenese der Psoriasis der JAK-/STAT-Signalweg eine entscheidende Rolle spielt
(van der Fits et al. (2004), Eriksen et al. (2005), Racz et al. (2011)). In diesem Signal-
weg ist der Transkriptionsfaktor STAT1 neben STAT3 von entscheidender Bedeutung.
Durch die Aktivierung von STAT1 kommt es zur Ausschiittung von 11-12, das wiede-
rum die Produktion weiterer Zytokine auslost, die die Entziindung unterhalten. Die
Transkriptionsrate immunrelevanter Gene wird erhoht und die Polarisierung der nai-
ven T-Zelle zur Thl-Zelle wird induziert. Diese produziert dann in Abhéngigkeit des
Transkriptionsfaktor STAT4 wichtige Molekiile wie TNFo und IFNy (Cesare et al.
(2009)).

Dieser Reaktionsablauf verursacht in der Haut eine Entziindung mit der Ausbildung
der oben beschriebenen typischen Entziindungszeichen, vaskulare Hyperplasie, sowie
die Bindung von T-Zellen an Keratinozyten (Lowes et al. (2007)).

Einen weiteren wichtigen Anteil an der Pathogenese der Psoriasis vulgaris, scheinen
Th17-Lymphozyten zu haben. Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3
wird der I1.-23-Rezeptor verstarkt exprimiert, so dass es zu einer Polarisierung naiver
T-Zellen zu Th17-Zellen kommt. Th17-Zellen schiitten ihrerseits das Zytokin IL-17 aus
(Aggarwal et al. (2002), Cesare et al. (2009)), welche die Ausschiittung des Chemokins
IL-8 zur Folge haben. IL-8 fithrt zur Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der

Haut, die sich histologisch als die schon genannten Munro-Mikroabzesse zeigen.

1.9 Der Transkriptionsfaktor NFxB

Sen und Baltimore, fanden 1986 heraus, das sich der Transkriptionsfaktor im Zellkern
reifer B-Lymphozyten befindet und dort an ein spezifisches Motiv im Enhancer des
Gens fiir die x-Kette der Immunglobuline bindet (Baeuerle (1991), Baltimore (2009)).
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Es zeigte sich relativ schnell, dass NFxB in fast jedem Zelltyp exprimiert wird und
dort als zentraler Koordinator der menschlichen Immunantwort fungiert (Pahl (1997,
1999), Lawrence et al. (2001)).

Mittlerweile konnten mehr als 500 verschiedenen Gene (Zytokine, Adhésionsmo-
lekiile) beschrieben werden, deren Expression durch NF«B reguliert wird (Faust-
man (2010)). Vor allem bei Infektionen und entziindlichen Vorgangen im Kor-
per spielt er eine entscheidene Rolle im Ablauf der angeborenen Immunantwort.
Am Strukturaufbau sind finf bzw. sieben Proteine beteiligt, die eine gemein-
same, aus 300 Aminosduren bestehende Doméne besitzen - die sogenannte Rel-
Homologie-Doméne (RHD). Uber diese Doméne lassen sich jeweils zwei dieser Pro-
teine kombinieren (Heterodimere) oder es kann alternativ zu Homodimer-Bildung
kommen. Auflerdem spielt sie eine wichtige Rolle fiir die Bindung an die DNA
sowie fiir die Kerntranslokation. Zu den Proteinen der NFxB-Familie zahlt man:
NFkB 1(p50 bzw. pl05), NFkB 2 (p52 bzw. pl00), RelA (p65), Rel B und
c-Rel (Wulezyn et al. (1996), Baldwin (1996), Hayden (2004)). Die Rel-Proteine
werden als reife Proteine direkt gebildet, wahrend die nicht-Rel-Proteine p50 und
p52 mittels limitierter Proteolyse aus ihren Vorldufern p105 und pl00 entstehen.
Sie enthalten im Gegensatz zu den Rel-Proteinen keine Transaktivierungsdoméne
(TAD), allerdings eine wiederholte Abfolge von Ankyrin-Wiederholungen (A) neben
der Rel-Homologie-Doméne (Fan (1991), Palombella et al. (1994), Betts (1996)). Im
Gegensatz dazu zeigen die Rel-Proteine neben der Rel-Homologie-Doméane mindestens
eine Transaktivierungsdoméne (Abbildung 1.3).

Alle NFkB-Proteine konnen Homo- bzw. Heterodimere untereinander ausbilden, nur
Rel B kann lediglich mit p50 oder p52 dimerisieren. Sehr haufig kommt es zu ei-
ner Heterodimer-Bildung bestehend aus einem nicht-Rel-Protein und einem Rel-
Protein (Chen et al. (1998)). Diese Heterodimere fordern aufgrund der Transaktivie-
rungsdoméne die Transkription NFxB-abhéangiger Gene. Dimere, die sich aus nicht-
Rel-Proteinen zusammensetzen, hemmen durch Fehlen der Transaktivierungsdoméne
eher die Transkription (Schmitz (1991)). Die Aktivitdt der NFxB-Dimere steht un-
ter der Kontrolle von Proteinen der IxB-Familie, die diese Transkriptionsfaktoren
iiber eine Interaktion hemmen konnen. Diese Familie umfasst, die im Zytosol be-
findlichen Vertreter IxBa, IxBf und IxBe, sowie die nuklearen Mitglieder IxkBy und
Bel-3 (Haskill et al. (1991), Wulczyn et al. (1992), Thompson et al. (1995), Whiteside
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der NF«xB-Proteine (Jost (2006)) In der Ab-
bildung sind die nicht-Rel-Proteine p50/p105 und p52/p100, sowie
die Rel-Proteine RelA (p65), RelB und c-Rel dargestellt. Beide Klas-
sen haben eine DNA-Bindungsdoméne, die auch als Rel-Homologie-
Doméne (RHD) bezeichnet wird und fiir die DNA-Bindung, sowie die
Dimer-Bildung wichtig ist. Die Rel-Proteine besitzen eine Transakti-
vierungsdoméne (TAD) (Jost (2006)). Die nicht-Rel-Proteine bestehen
dariiber hinaus aus einer Abfolge von Ankyrin-Wiederholungen (A),
die iiber eine Protease abgespalten werden kénnen, wobei die Proteine
p50 und p52 entstehen.

(1997), Kitamura et al. (2000)). Die Mitglieder der IxB-Familie, enthalten, wie die
nicht-Rel-Proteine eine Abfolge von Ankyrin-Wiederholungen und zeigen damit einen
ahnlichen Aufbau wie die nicht-Rel Proteine (Abbildung 1.4).

1.9.1 NFkB-Zellulare Signalwege und Regulation

Durch eine Vielzahl von Stimuli kann der NFkB-Signalweg innerhalb der Zelle aktiviert
werden. Dazu gehoren nicht nur Pathogene, wie Viren, Bakterien und Parasiten, son-
dern auch biochemische Reize und zelluldre Botenstoffe, wie die pro-inflammatorischen
Zytokine TNFa und IL-1, Hormone und Wachstumsfaktoren, sowie physikalischer
und chemischer Stress (Ahn (2005), Sethi et al. (2008)). In B-Lymphozyten, den-
dritischen Zellen und Monozyten findet man NF«kB konstitutiv im Zellkern, was na-

he legt, dass der Transkriptionsfaktor in diesen Zellen auch ohne die duflere Ein-
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Proteine der IxkB-Familie (Jost (2006))
Der Aufbau der IxB-Proteine ist gekennzeichnet durch eine sechs- bzw.
siebenfache Abfolge von Ankyrin-Wiederholungen (A), iiber die, die
Wechselwirkungen zwischen Proteinen vermittelt wird. Uber dieses
Motiv kann eine Verbindung mit NFxB hergestellt werden. Zudem
spielt es eine Rolle bei der Inaktivierung von NF«kB im Zytoplasma.

wirkung von Stimuli aktiv ist (Sen (1986), Baldwin (1996)). In der Regel liegt der
Transkriptionsfaktor jedoch inaktiv im Zytoplasma vor und kann erst durch Ak-
tivierung von auflen in den Zellkern transloziert werden. Je nach Art der Aktivie-
rung kénnen verschiedene Signalwege vorgeschaltet sein. Zu den Wichtigsten zédhlen
der Mitogen-Activated-Protein-Kinase-Weg (MAPK-Weg), der Phosphatidyl-Inositol-
3-Kinase-/Akt-Weg (PI3K/Akt) und der NFkB-Inducing-Kinase (NIK)-Signalweg.
Der IkB-Kinase-Komplex (IKK) wird durch die oben genannten Wege aktiviert und
besteht aus folgenden Bestandteilen: die Ser-/Thr-Kinasen IkB-Kinase a (IKKa),
den Katalysator IkB-Kinase B (IKKB) und den Regulator IxB-Kinase y (IKKy)
(Scheidereit (2006)) (Abbildung 1.5). Nach Aktivierung leitet der Komplex den ka-
nionischen Modus der NFkB-Aktivierung ein (Abbildung 1.6).

Im Ruhezustand liegt das NFxB an die inhibitorische Untereinheit IxBa, gebunden
im Zytoplasma vor, wodurch NFxB in einem inaktiven Zustand ist und daran gehin-
dert wird in den Zellkern zu gelangen (Baldwin (1996), Ghosh et al. (1998)). Oben
genannte Stimuli fithren dazu, dass das an NFkB gebundene IkBa an Ser32 und Ser36
und das IkBB an Ser19 und Ser23 phosphoryliert (Brockman et al. (1995), Brown
et al. (1995)), im Anschluss polyubiquitinyliert und nachgeschaltet durch das 26S-
Proteasom degradiert wird (Beg et al. (1993), Courtois (2000)). Das fiihrt zur Freiset-

zung der NFxB-Proteine und der Demaskierung ihres nukledren Lokalisationssignals.
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der IxkB-Kinase-Komplexe (IKK) (Jost
(2006)) Der IKK-Komplex enthélt die IKKo- und IKKB-Untereinheit,
deren Aufbau durch die katalytische Kinase-Doméne charakterisiert
ist. Zudem enthalten sie einen Leucin-Zipper (LZ) und eine helix-
loop-helix Region (HLH), die sowohl fiir die Homodimerisation wie
fiir die Heterodimerisation verantwortlich sind. Die NEMO-bindende
Doméne (NBD) der katalytischen Untereinheit interagiert mit IKKy,
das ebenfalls zum IKK-Komplex gehort und deren Aufbau durch eine
Coiled-Coil-Doméen (CC) und einen Leucin-Zipper (LZ) charakteri-
siert ist.

Damit kann das NFxB in den Zellkern transloziert werden (Pahl (1999)) und dort an
spezifische DNA-Motive binden, wodurch die Transkription von Zytokinen, wie TNFq,
IL-1, IL-6 und IL-8 induziert wird. Im Gegensatz dazu steht der alternative Modus der
NF«kB-Aktivierung, der bislang hauptsachlich in B-Zellen beschrieben werden konnte.
Hier kommt es zur Aktivierung des IKK, der direkt den NFkB2-/p100-Komplex phos-
phoryliert. Weiterhin kommt es zur proteolytischen Abspaltung des Ankyrin-Restes,
wodurch das Protein p52 entsteht. Dieses dimerisiert direkt mit Rel B (Abbildung 1.7).
Die NF«kB-Expression wird zudem autoregulatorisch iiber einen positiven wie auch
einen negativen Feedback-Mechanismus gesteuert. Viele durch NFxB stimulierte Zy-
tokine, wie IL-1B und TNFa aktivieren die erneute Freisetzung von NF«kB und fithren
zu einer Verstiarkung der biologischen Antwort. Eine Inhibition kann durch das IxBo-
Protein erzielt werden, welches bei Neusynthese im Zellkern direkt an NF«kB binden

kann und damit dessen Transkription unterbindet (Sun et al. (1993)).
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des kanionischen NFxB-Signalweges (Jost
(2006)) Ein extrazelluldrer Stimulus aktiviert spezifische Rezeptoren
(1) und setzt damit den im Zytoplasma ablaufenden kanonischen Si-
gnalweg in Gang. Der aktivierte IKK-Komplex phosphoryliert TKKJ
und induziert damit die Polyubiquitinierung des IKK-Komplexes (2),
was zum Abbau eben dieses Komplexes fiithrt (3). Das entstandene
NFxB-Dimer transloziert in den Zellkern und fithrt zur Aktivierung
der Genexpression (4).

1.10 Der Transkriptionsfaktor STAT1

STAT1 ist eines von sieben bekannten STAT-Proteinen beim Menschen. Diese Tran-
skriptionsfaktoren sind an der Regulation der Zellentwicklung, Wachstumskontrolle
und der Steuerung der Immunantwort beteiligt. [FNy-Signale aktivieren tiber spezi-
fische membranstandige Rezeptoren rezeptor-assoziierte intrazellulare Janus-Kinasen
(JAK), die wiederum spezifische Tyrosinreste des Rezeptors phophorylieren kénnen.
Die STAT1-Monomere kénnen daraufhin an ihrer SH2-Doméne an den phosphorylier-
ten Tyrosinkinase-Rezeptor binden und werden ebenfalls durch die Janus-Kinasen

phosphoryliert. Es kommt zur Dimerisierung zweier STAT-Molekiile. Das Dimer ist
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des alternativen NF«xB-Signalweges (Jost

(2006)). Ein extrazelluldrer Stimulus fithrt zur Aktivierung spezifischer
Rezeptoren und setzt damit den im Zytoplasma ablaufenden alterna-
tiven Signalweg in Gang (a). Die Aktivierung fithrt zur Phosphorylie-
rung von IKKa (b), welches wiederum die Phosphorylierung des Rel
B-/p100-Komplexes katalysiert (c). Die gleichzeitig ablaufende Pro-
teolyse 1aBt das p52-Protein entstehen (d), welches mit RelB dimeri-
siert und in den Zellkern transloziert (e).

in der Lage ein Kern-Lokalisationssignal (NLS) auszubilden, das die Translokation

des Dimers in den Zellkern vermittelt. Es fungiert im Kern als Transkriptionsfak-

tor, der spezifisch die Genexpression initiiert (Abbildung 1.8). Uber eine spezifische

DNA-Bindungsdoméne erkennen die meisten Dimere ein etwa 8-10 Basenpaar langes
DNA-Element und erhéhen so ihre Transkriptionsrate (Decker et al. (1991), Darnell

(1997), Leonard (2001)).
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des STATI1-Signalweges (Katze et al.
(2002)).
IFNy-Signale aktivieren iiber spezifische membranstédndige Rezeptoren
Rezeptor-assoziierte intrazellulédre Janus-Kinasen, die wiederum spezi-
fische Tyrosinreste des Rezeptors phophorylieren kénnen. Die STAT1-
Monomere kénnen darauthin an ihrer SH-Doméne an den phospho-
rylierten Tyrosinkinase-Rezeptor binden und werden ebenfalls durch
die Janus-Kinasen phosphoryliert. Es kommt zur Dimerisierung zweier
STAT-Molekiile. Das Dimer wandert in den Zellkern und iniitiert dort
als Transkriptionsfaktor spezifisch die Genexpression.

1.11 Therapiemoglichkeiten

Die drei Saulen der Therapie der Psoriasis sind zum einen die Lokaltherapie, die Pho-
totherapie und bei starkem Leidensdruck die systemische Therapie. Die dabei verwen-

deten Substanzen sind in Tabelle 1.2 aufgefiihrt.
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Lokaltherapie Salizylsaure

Calcipotriol (Vitamin-D3-Analogon)
Glukokortikoide (z.B. Betamethason)

Dithranol

Retinoide (z.B. Tazaroten)

Phototherapie Ultraviolett-Phototherapie

Psoralen (Wirkungsverstarker) + UVA/UVB
Systemische Therapie Fumarsaure

Retinoide

klassische Immunsuppressiva (bsp. Cyclosporin A,
Methotrexat)

Biologika (bsp. Etanercept, Infliximab, Adalimum-
bab)

Tabelle 1.2: Therapiemdoglichkeiten der Psoriasis vulgaris (Moll (2010a))

1.11.1 Lokaltherapie

Die Lokaltherapie steht am Anfang jeder Behandlung. Um zu Beginn die Entziindung
in der Haut zugénglich zu machen, miissen zuerst die Schuppen entfernt werden, ein
Prozess, den man als Keratolyse bezeichnet. Dies wird mithilfe von Salizylsdure oder
Harnstoff erreicht. In Kombination mit Olbddern wird der Effekt der Keratolyse ver-
starkt. Die eingangs erwdhnten Vitamin-D3-Analoga, die Glukokortikoide, Dithranol
und die Retinoide wirken anti-entziindlich, sowie anti-proliferativ auf die Keratinozy-

ten und wirken damit der Hyperproliferation der Epidermis entgegen.

1.11.2 Phototherapie

Bei schwereren Verlaufen der Psoriasis wird unterstiitzend zur Lokaltherapie die Ultra-
violett-Phototherapie angewandt. Zu Beginn behandelt man die Haut nur mit UVB-

Strahlung. Weitere Behandlungsmafinahmen kénnen die Kombination aus UVA- und
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UVB- Strahlung mit dem Wirkungsverstéirker Psoralen sein, der die Eindringtiefe der
Strahlung erhéht. Zudem vermindert Psoralen durch eine dabei eingehende Verbin-
dung mit Bestandteilen der Hautzellen die Zellteilungsgeschwindigkeit und wirkt da-

mit immunmodulierend.

1.11.3 Systemische Therapie

Als letzter Schritt zur Behandlung der Psoriasis zéhlt die systemische Therapie. Die
systemisch applizierten Medikamente zeigen ebenfalls einen anti-entziindlichen Effekt
durch Inhibition von Rezeptoren, wie dem TNFa-Rezeptor oder Signalmolekiilen, wie
der Phosphatase Calcineurin, die durch Cyclosporin A gehemmt wird.

Welche Therapie ein Patient erhélt, sollte immer individuell entschieden werden in
Abhéngigkeit der Schwere der Erkrankung, zusétzlichen Begleiterkrankungen, Erfah-
rungen vorheriger Therapien, sowie Auswirkungen auf die Lebensqualitat und die da-
mit verbundene Adhédrenz des Patienten. Das Ziel sollte immer die Reduktion des
PASI-Scores um mindestens 75% des Ausgangswertes innerhalb von 10-16 Wochen
sein. Damit zeigt sich bei dem Grofiteil der Patienten auch eine Verbesserung der
Lebensqualitat (Nast et al. (2017)).

1.12 Das Konzept der Etherlipide

Eine neuere Therapieoption stellen die synthetischen Phospholipide dar, die bisher
nur Anwendung in der Tumortherapie fanden. In den 1960er Jahren untersuchten
Herbert Fischer und Paul Gerhard am Max-Planck-Institut fiir Immunologie in Frei-
burg die Wirkung des 2-Lysophospahtidylcholin (2-LPC). Dabei konnten sie beobach-
ten, dass diese Substanz die Phagozytoseaktivitat von Makrophagen anregt (Burdzy
et al. (1964)). Dariiber hinaus akkumulierte die hydrophobe Substanz in der Zell-
membran und bildete Lésionen, was zur Lyse der Zelle fithrte. Strukturell besteht
das 2-LPC aus einem Glycerol-Grundgeriist, das an der Position snl des Glycerins
iiber eine Phosphatgruppe mit den Alkohol Cholin verestert ist. An der sn2-Position
findet sich eine Hydroxygruppe und an der sn3-Position ist Glycerol mit einer Fett-
saure verestert. Aufgrund des amphiphilen Charakters wirkt es als starkes Detergenz
und destabilisiert so die Membran (Berg et al. (2013)). In der Membran befindliche
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Acyltransferasen fithren durch das Transferieren eines Fettsédurerestes auf das zweite
C-Atom des Glycerol-Grundgeriistes zu einem schnellen Umbau bzw. zu einer schnel-
leren Verstoffwechselung, wodurch das 2-LPC eine kurze Halbwertszeit besitzt (Erbar
(1995)). Daraus ergab sich, dass die Verbindung chemisch modifiziert werden muss,
um den schnellen Abbau zu verzégern, damit derartige Analoga dann gezielt in wirk-
samen Konzentrationen gegen Tumorzellen eingesetzt werden konnen (Munder et al.
(1966), Munder (1973), Herrmann (1985)). Um dieses Konzept zu verfolgen, wurde
zuerst die Fettsdure an Position sn3 des Glycerols durch einen langkettigen Alkohol
ersetzt, wodurch ein Ether entstand (van Blitterswijk et al. (1987)). In weiteren An-
sitzen wurde die Position sn2 des Glycerols durch Anlagerung einer Methylgruppe vor
Reacylierung geschiitzt. Als Prototyp dieser synthetisch hergestellten Antitumorlipide
bzw. Alkyletherlipide gilt das Edelfosin® (Abbildung 1.9).

a9
HSC—|T1+\/o—||3|—o/¥\0—c18H37
CH o)
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Abbildung 1.9: Strukturformel von Edelfosin® (ET-18-OCH3)

Weitere Modifikationen in der Struktur, wie das Entfernen des Glycerolmolekiils und
die direkte Kopplung von Alkylkette und Phophocholinrest fithrten 1990 zur Entste-
hung der Alkylphosphocholine, bei denen Miltefosin® (Abbildung 1.10) und Perifosin®
die wichtigsten Vertreter sind (Eibl (1990), Hilgard et al. (1997)). Chemische Verdnde-
rungen an der urspriinglichen Substanz fithrten zu einer Erhéhung der Halbwertszeit
von weniger als 1h fiir LPC auf etwa 70h fiir Alkylphosphocholine, was die Grund-
lage fiir den moglichen therapeutischen Einsatz in der Tumortherapie bildete (Unger
(2001)).

Studien belegen, dass all diese Substanzen im Gegensatz zu konventionellen Zyto-
statika nicht die DNA schadigen (Berdel (1991), Lohmeyer (1995)), sondern in die
Zellmembran interkalieren (Eibl (1990)) und akkumulieren, was zur Verdnderung in
der Membranfluiditdt und zur Stérung von Signalkaskaden fithren kann (Jiménez-
Lépez et al. (2002), Berkovic et al. (2002)). Dies wiederum beeinflusst die Bildung und
die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren (Gajate (2002), Mollinedo et al. (2004)). So
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Abbildung 1.10: Strukturformel von Miltefosin® (Hexadecylphosphocholin)

aktiviert Edelfosin® die Jun-terminale Kinase (JNK) bei gleichzeitiger Inhibition des
MAP-Kinase- und des PI3K-/Akt-Weges, was zum Zelltod maligner Tumorzellen fiihrt
(Zhou et al. (1996), Gajate et al. (1998), Ruiter et al. (1999, 2001, 2003), Samadder
et al. (2004)).

1.12.1 Das glykosidierte Phospholipid Inositol-C2-PAF

Der pléattchenaktivierende Faktor ist ein natiirlich vorkommendes Phospholipid, das
strukturell mit den Antitumorlipiden verwandt ist (Danker et al. (2010)). Es trigt
seinen Namen, da es die Fahigkeit besitzt eine Thrombozytenaggregation hervorzuru-
fen und spielt eine grosse Rolle im Gefafisystem und innerhalb des Zusammenspiels
von Blutbestandteilen. Chemisch gesehen ist PAF ein 1-O-Alkyl-2-azetyl-sn-glycero-3-
phosphatcholin und tragt an der Position snl eine veretherte Kohlenwasserstoff-Kette

mit 18 oder 16 Kohlenstoffatom und an der Position sn3 eine Phosphocholingruppe

(Abbildung 1.11).
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Abbildung 1.11: Strukturformel des plattchenaktivierenden Faktors PAF (1-O-Alkyl-
2-azetyl-sn-glycero-3-phosphatcholin)

Glykosidierte Phospholipide sind eine neuartige Untergruppe der synthetischen Ether-
lipide (Semini et al. (2014b)). Inositol-C2-PAF stellt als PAF-Derivat dabei das effek-
tivste Mitglied dieser Gruppe dar und zeichnet sich durch seinen amphiphilen Cha-
rakter aus. Das Inositol-C2-PAF hat an der Position snl eine Phosphocholingruppe.
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Die sn2-Position ist iiber eine C2-Gruppe mit dem 6-wertigen Polyalkohol Inositol
verkntlipft und an Position sn3 ist eine Alkylkette aus 18 Kohlenstoffatomen verethert,
die ein leichteres Eindringen in die Zelle ermoglicht (Fischer et al. (2006)). Die Mo-
difizierung des PAF mit Inositol an der Position sn2 macht das Molekiil insgesamt
hydrophiler (Abbildung 1.12).
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Abbildung 1.12: Strukturformel von Inositol-C2-PAF

Die Wirkungsmechanismen von Inositol-C2-PAF wurden vor allem in der huma-
nen immortalisierten Keratinozyten-Zelllinie HaCa'T untersucht. Es zeigte unter al-
len getesteten Mitgliedern die hochste Effizienz und die niedrigste Zytotoxizitét.
Zudem hat es einen Einfluss auf den Lipidstoffwechsel, die Zelldifferenzierung und
-entwicklung. Dartiber hinaus reguliert Inositol-C2-PAF eine grofle Anzahl von Genen
herunter, deren Produkte an der Regulation von Entziindungsprozessen beteiligt sind
(Semini et al. (2011a, 2014a)). Diese anti-inflammatorische Wirkung konnte auch in
vivo an Mausmodellen fiir die Psoriasis gezeigt werden (Forkel et al. (2014)) und konn-
te somit eine Option zur Behandlung von chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie

der Psoriasis vulgaris darstellen.

1.13 Zielsetzung der Arbeit

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass das synthetische Etherlipid Inositol-C2-
PAF sowohl in wvitro als auch in vivo an geeigneten Tiermodellen einen anti-entziind-
lichen Einfluss auf die Entztindungsreaktion bei der Psoriasis besitzt. In dieser Arbeit
geht es darum, den Einfluss des Etherlipids Inositol-C2-PAF auf Psoriasis-relevante
Signalwege in immortalisierten Keratinozyten (HaCaT) zu untersuchen. Der Fokus soll
hierbei auf dem Einfluss auf den Transkriptionsfaktoren NFxB und STAT1 liegen. Auf
Proteinebene soll analysiert werden, wie sich durch An- und Abwesenheit von Inositol-
C2-PAF die Expression aber auch die Lokalisation von NFkB und STAT1 in Zellen
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verandert. Dieses soll durch die Bestimmung der relativen Proteinmenge des Tran-
skriptionsfaktors mittels Western Blot-Analyse, sowie mittels Kern-Zytosol-Trennung
und nachgeschalteter Western Blot-Analyse der Fraktionen in Zytokin-stimulierten
Zellen tiberpriift werden. Dariiber hinaus soll ein méglicher Einfluss des Lipids auf die
Expression und Phosphorylierung von IkBa, einem wichtigen NFxB-Regulatorprotein

auf proteinbiochemischer Ebene gezeigt werden.






2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Laborchemikalien kommen von der Firma Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt),
Applichem (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Steinheim) und wurden in héchster Qua-
litét bezogen. Inositol-C2-PAF wurde im Labor von Vadim Shmanai (Minsk, Weifiruss-

land) synthetisiert.

2.1.2 Farbstoffe

Ponceaurot S 10x

Roth, Karlsruhe

Trypanblau (0,4%)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Tabelle 2.1: Farbstoffe

2.1.3 Sonstige Losungen und Reagenzien

Bovine Gamma Globulin Standard,

2mg /ml

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Protein Assay-Bradford Stammlosung

Biorad, Miinchen

Fetales Kéalberserum

Pan Biotech, Aidenbach

Fortsetzung auf ndchster Seite...

Tabelle 2.2: Sonstige Lésungen und Reagenzien
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Penicillin/Streptomycin

Pan Biotech, Aidenbach

L-Glutamin

Pan Biotech, Aidenbach

10x Trypsin

Biowest, Seevetal

Losung A fiir Acrylamidgel

58,4g! Acrylamid
1,6g N,N Methylenbisacrylamid
ad 200ml aqua dest.

Losung B fiir Acrylamidgel

0,8g SDS
36,3g Tris-HCI pH 8,8
ad 200ml aqua dest.

Losung C fiir Acrylamidgel

0,4g SDS
6,0g Tris-HC1 pH 6,8
ad 100ml aqua dest.

APS 10%

Roth, Karlsruhe

Temed

Roth, Karlsruhe

Super Signal West Pico

Chemiluminescent Subtrate

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Super Signal West Femto

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Immersionsol Roth, Karlsruhe
Natriumfluorescin Fluka, Steinheim
EDTA Roth, Karlsruhe

Mount Media (Eindeckmittel)

Roth, Karlsruhe

Tabelle 2.2: Sonstige Losungen und Reagenzien - Fortsetzung

2.1.4 Gerate

Brutschrank Heraeus Instruments

ThermoElectron, Langenselbold

Zellkulturbank Airstream

ESCO Micro Pte.Ltd., Singapur

Fortsetzung auf ndchster Seite...

Tabelle 2.3: Gerate
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Heizblock Eppendorf Thermomixer

Eppendorf, Hamburg

Photometer Biophotometer UV

Eppendorf, Hamburg

Immunfluoreszenzmikroskop

Axiovert 200 Fluorescence

Zeiss, Jena

Neubauer-Zahlkammer

Marienfeld, Lauda Konigshofen

Rittelblock Model 3013

GFL, Burgwedel

Magnetrithrer Typ RH B2

Ika Werke, Staufen

pH-Meter Model 646 digital

Knick, Berlin

Kiihlzentrifuge Heraeus Biofuge

Fresco

ThermoElectron, Langenselbond

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Vortex Mixer Genie® 2

Scientific Industries, USA

Feinwaage Adventurer (d=0,0001g)

Ohaus Corp., USA

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Wippe

GFL, Burgwedel

Elektrophorese-System

BioRad, Miinchen

Western Blot-System

BioRad, Miinchen

Immunfluoreszenz-System

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Imager Versadoc 4000TM MP

BioRad, Miinchen

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Tabelle 2.3: Geréte - Fortsetzung

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflasche 75ml

BD Falcon, USA

Glaspipetten mit/ohne Watte

Roth, Karlsruhe

Fortsetzung auf ndachster Seite...

Tabelle 2.4: Verbrauchsmaterialien
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Falcontube 15ml/50ml

BD Falcon, USA
Sarstedt, Niirnbrecht

Reaktionsgeféafle

Sarstedt, Niirnbrecht

6¢cm-Schalen

BD Falcon, USA

Cryovial

Nunc Cryotube Vials, Ddnemark

Nitrocellulose-Membran

Whatman, Dassel

Blotfilter

Whatman, Dassel

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niimbrecht

Immunfluoreszenz-System

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Spritzen

BD Falcon, USA

Kaniilen

Braun, Melsungen

Tabelle 2.4: Verbrauchsmaterialien - Fortsetzung

2.1.6 Zellkulturmedien

RPMI 1640 ohne L-Glutamin (500ml)

Lonza BioWhittaker, USA

RPMI 1640 (440ml) (Komplett)
+ 10ml L-Glutamin

+ 10ml P/S

+ 50ml fetales Kalberserum

Lonza BioWhittaker, USA

Keratinocyte-Serum Free Medium
+ L-Glutamin

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Defined Keratinocyte-SEM Growth
Supplement

Zusatz fir das Keratinocyte-SFM

Tabelle 2.5: Zellkulturmedien
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2.1.7 Puffer

Alle verwendeten Puffer werden bei Bedarf mit aqua dest. verdiinnt und bei 121°C fiir

20min bei 1bar autoklaviert.

PBS/1-fach

PanBiotech, Aidenbach

PBS/EDTA

500ml PBS
+ 250ml EDTA

TBS/10-fach

87,7g 150mM NaCl
12,1g 7,7mM Tris-HCI
pH 7.5 ad 1000ml aqua dest.

5-fach reduzierter Probenpuffer

250mM Tris, 25% Glycerin
7,5% SDS

0,25mg/ml Bromphenolblau
12,5% b-Mercaptoethanol

Elektrophoerese-Laufpuffer/10-fach

30,3g 25mM Tris, pH 8,8
144,2g 192mM Glycin
10g 0,1% SDS

ad 1000ml aqua dest.

Blockpuffer

PBS/0,1% Tween + 5% Magermilch
TBS/0,1% Tween + 5% Magermilch
5% BSA/TBS/0,1% Tween
1% BSA/TBS/0,1% Tween

Waschpuffer

PBS/0,1% Tween
TBS/0,1% Tween

Solubilisationspuffer

50mM Hepes
150mM NaCl

1% Triton X 100
1mM MgCl,
1mM CaCl,

pH 7,5 (Na(OH))

Fortsetzung auf ndchster Seite...

Tabelle 2.6: Puffer
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Western Blot-Transferpuffer/10-fach

30,25g 25mM Tris, pH 8,0-10,5
144g 192mM Glycin
ad 1000ml aqua dest.

Fixierungs-
Puffer

und Permeabilisierungs-

PFA /Saponin 0,0025%

Hypoosmolarer Puffer 1

2mM KC1

1,5mM MgCly
10mM Hepes

pH 7,2 mit 1M KOH

Hyperosmolarer Puffer 2

420mM NaCl

2mM KCI

1,5 mM MgCl,

10% Glycerin

20mM Hepes

pH 7,2 mit 1M KOH

Tabelle 2.6: Puffer - Fortsetzung

2.1.8 Acrylamidgele 7,5% fiir SDS-Page

Trenngel

4,5ml aqua dest.

4,5ul Temed

2,25ml Losung A
2,25ml Losung B

45ul APS 10%

Fortsetzung auf ndchster Seite...

Tabelle 2.7: Acrylamidgele 7,5% fiir SDS-Page
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Sammelgel 0,4 ml Losung A
0,75ml Losung C
1,85ml aqua dest.
15ul APS 10%
5ul Temed

Tabelle 2.7: Acrylamidgele 7,5% fiir SDS-Page - Fortsetzung

2.1.9 Inhibitoren

2.1.9.1 Protease-Inhibitoren

PMSF Sigma-Aldrich, Steinheim
Proteinase-Inhibitor-Cocktail 10x Sigma-Aldrich, Steinheim

Tabelle 2.8: Protease-Inhibitoren

2.1.9.2 Phosphatase-Inhibitoren

Natrium-Vanadat AppliChem, Darmstadt

Tabelle 2.9: Phosphatase-Inhibitoren

2.1.10 Zell-Linie

HaCaT/CLS (human adult low calcium high temperature keratinocytes/cell lines ser-
vice) ist eine immortalisierte, menschliche Keratinozyten-Zell-Linie, entnommen aus
einem Hautabschnitt des Riickens einer 62-jahrigen Patientin, die spontan transfor-
miert (Schirer et al. (1993)). Die Zellen besitzen die Fahigkeit terminal zu differen-
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zieren (Boukamp (1988)).

Abbildung 2.1: HaCaTs

2.1.11 Zytokine

Zytokin Konzentration Hersteller

IL-6 WB: 10ng/ml Immuno Tools, Friesoythe
IF: 20ng/ml

[Ny WB: 10ng/ml Immuno Tools, Friesoythe
IF: 10ng/ml

Tabelle 2.10: Zytokine
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2.1.12 Antikorper

2.1.12.1 Primar-Antikorper fiir Western Blot-Analyse und Immunfluoreszenz-Analyse

Antikérper / Konzentra- | Sekundér-Antikérper /| Hersteller

tion Konzentration

NF«xB p105/p50 Rabbit 1:2500 Abcam, UK

WB 1:2000

IF 1:250

IxkBa Mouse 1:2000 Cell Signaling Technolo-
WB 1:2000 gy®, Danvers

plkBa Mouse 1:5000 Cell Signaling Technolo-
WB 1:1000 gy®, Danvers

STAT1 Rabbit 1:2500 Cell Signaling Technolo-
WB 1:1000 gy®, Danvers

IF 1:100

E-Cadherin Mouse 1:5000 Invitrogen, Darmstadt
WB 1:500

EGFR Mouse 1:5000 Invitrogen, Darmstadt
WB 1:1000

Vinculin Mouse 1:2000 Sigma Aldrich, Steinheim
WB 1:1000

P300 Mouse 1:2000 BD, USA

WB 1:1000

Tabelle 2.11: Primér-Antikorper
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2.1.12.2 Sekundar-Antikorper

Western Blot-Analsye

Goat Anti-Mouse IgG, POD

Jackson ImmunoResearch, UK

Goat Anti-Rabbit IgG, POD

Jackson ImmunoResearch, UK

Tabelle 2.12: Western Blot-Analyse

Immunfluoreszenz-Analyse

Antikorper /Konzentration

Hersteller

Hoechst 33342
IF 1:3000

Sigma Aldrich, Steinheim

Phalloidin-Texas Red
2,5ul/100ul

Invitrogen, Darmstadt

Goat Anti-Rabbit Alexa Fluor® 488
IF 1:1000

Molecular Probes®, Darmstadt

Goat Anti-Mouse Alexa Fluor® 488
IF 1:1000

Molecular Probes®, Darmstadt

Tabelle 2.13: Immunfluoreszenz-Analyse

2.1.13 Proteinmarker

Precision Plus ProteinTM Standards
Dual Color

BioRad, Miinchen

Tabelle 2.14: Proteinmarker
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2.1.14 Software und Datenbanken

Axiovision 4.6 Zeiss, Jena

Quality One Beta 4.6.5 BioRad, Miinchen

Pubmed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
ImageJ 1.440 National Instituts of Health, USA
GraphPadPrism 6.01 GraphPad Software, Inc., USA

Tabelle 2.15: Software und Datenbanken

2.1.15 Statistik

Die Daten wurden als Balkendiagramme des Mittelwertes visualisiert. Die Fehlerbal-
ken zeigen den Standardfehler an. Vergleiche zwischen den Gruppen erfolgte mittels
einfaktorieller Varianzanalyse und Tukeys Post-Hoc-Test. Vergleiche von zwischen den
Gruppen tiber die Zeit bzw. zwischen den Gruppen und gleichzeitig zwischen nuklearer
und zytosolischer Fraktion erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse und Sidak

post-hoc Test. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als signifikant angesehen.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Techniken

2.2.1.1 Einfrieren von Zellen

Die Zellsuspension wird 3min bei 13000rpm zentrifugiert, um das tiberstehende RPMI-
Medium gut absaugen zu kénnen. Das Pellet wird mit 900ul inaktiviertem FCS und
100ul DMSO resuspendiert und in ein Cryovial tiberfiihrt, langsam in einer mit Iso-

propanol gefiillten Box auf -80°C heruntergeforen und anschlieend bei -80°C gelagert.
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2.2.1.2 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wird das Cryovial mit 37°C warmen RPMI-Komplettmedium
versetzt und zusammen mit den aufgetauten nun suspendierten Zellen vorsichtig in ein
Falcon-Rohrchen iiberfiithrt. Die Zellsuspension wird 3min bei 13000 rpm zentrifugiert
und das tiberstehende Medium abgesaugt. Das Zell-Pellet wird erneut mittels Kanii-
le in 1ml RPMI-Komplettmedium resuspendiert und in eine 150ml Zellkulturflasche
iiberfiihrt. Die Flasche wird bei 37°C im Brutschrank kultiviert.

2.2.1.3 Zellzahlung und Aussaat

Fir die Zellzéhlung werden die Zellen in der Zellkulturflasche zweimal mit PBS/
EDTA gewaschen und danach mit 1:10 verdiinnten Trypsin/PBS/EDTA behandelt.
Die Zellkulturflasche wird im Brutschrank bei 37°C ca. 10min inkubiert. Der Zellrasen
16st sich von der Plastikoberfliche ab. Die Zellsuspension wird in ein Falcon-Rohrchen
iiberfithrt und fiir 3min bei 13000rpm sedimentiert. Der Uberstand wird vorsichtig ab-
gesaugt und das Zell-Pellet wird in 2ml RPMI (Komplett)-Medium resuspendiert. Zur
Bestimmung der Zellzahl werden 100ul einer 1:10 mit Trypanblau-Losung verdiinnten
Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer eingebracht. Die Zellzahl der lebenden
Zellen wird in 4 Quadranten a 16 Kleinstquadraten der Zahlkammer bestimmt. Danach
wird der Mittelwert der gezéhlten Zellzahlen gebildet. Berechnung zur Bestimmung

der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer:

Bildung des Mittelwertes aller gezéhlten Quadranten
Zellzahl/ml = Mittelwert - 10* - 10
Zellzahl - 104(Verdiinnung) = Zellzahl - 10°

In die fiir den Versuch benétigten Schalen wird das RPMI-Komplettmedium vorge-
legt und anschliefend mit dem berechnetem Zellvolumen beimpft. Nach gleichméBiger
Verteilung der Zellen werden sie bei 37°C kultiviert, wobei sie alle zwei bis drei Tage

mit frischem Medium versorgt werden.
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2.2.1.4 Vorbereitung fir die Stimulation

Mit einer 60-70%-igen Konfluenz der Zellen werden sie wie beschrieben fiir den jewei-
ligen Versuch stimuliert. Hierbei wird das in den Schalen befindliche RPMI-Medium
abgesaugt. Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen und dann mit serumfrei-
en Keratinozytenmedium mit Zusétzen (1. Stimulationsmedium) fiir 24h behandelt.
Anschlieffend werden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir weitere 24h mit Kerati-

nozytenmedium (2. Stimulationsmedium) kultiviert.

2.2.1.5 Stimulation

Bei der Stimulation werden die Zellen (mind. 7,5 - 10° ) mit Inositol-C2-PAF und
IL-6 in den Konzentrationen nach dem unten aufgefithrten Schema (Abbildung 2.2)
behandelt und bei 37°C aufbewahrt.

Abbildung 2.2: Prinzipieller Versuchsaufbau zur Behandlung der HaCaT-Zellen in den
beschriebenen Experimenten

Kurzzeitstimulation Die Kurzzeitstimulation erfolgt fiir 15min, 30min und 60min mit
vorheriger Vorinkubation fiir 1h mit Inositol-C2-PAF in der Konzentration 5uM. Die
benotigten Zytokine werden zur Stimulation in den angegebenen Konzentrationen aus
der Tabelle 2.10 eingesetzt.

Langzeitstimulation Bei der Langzeitstimulation werden die Zellen ohne Vorinkubati-
on mit Inositol-C2-PAF iiber 24h bzw. 48h behandelt. Die Zytokine werden auch hier

zur Stimulation in den angegebenen Konzentrationen aus der Tabelle 2.10 eingesetzt.
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2.2.2 Zellgewinnung
2.2.2.1 Zellgewinnung mit Solubilisierung

Die Zellen werden nach den entsprechenden Inkubationszeiten abgeschabt und mit
kaltem PBS gewaschen. Anschlielend werden die Zellen mit 100ul Solubilisationspuf-
fer (+PMSF 1mM, Na-Vanadat 1mM, Na-Fluoreszin 5mM, PIC 1:100) versetzt und
mechanisch von der Platte abgelost. Die Zellen werden in ein Reaktionsgefafl tiber-
fithrt und durch mehrmaliges Aufziehen in einer moglichst diinnen Kaniile aufgeschlos-
sen. Die Zellen werden 60min bei 4°C schiittelnd lysiert. Das Lysat wird 15min bei
13000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand enthélt die zytosolischen Bestandteile

inklusive intakter Zellkerne und kann fiir die Proteinbestimmung eingesetzt werden.

2.2.2.2 Zellgewinnung mit Kern-Zytosol-Trennung (Klaile (2006))

Bis zu 3x107 Zellen (15cm-Schale) zweimal mit PBS waschen und mit 2ml PBS die
Zellen von der Platte abschaben. Die Zellsuspension 2min bei 1800rpm zentrifugieren.
Verglichen mit dem Zellpellet fiinfmal mehr hypoosmolarem Puffer 1 (optional direkt
vor dem Versuch frisch dazugeben: 1mM PMSF, 1mM Vanadat, 0,1mM Pervanadat,
ImM DTT, 1:100 Proteinase-Inhibitor-Cocktail) nach Absaugung des Waschpuffers
auf das Zellpellet geben. Vorsichtig mit der Pipette homogenisieren. 20-60min auf Eis
inkubieren. 10ul (auf 1ml) 10% NP40 in Puffer 1 dazugeben und weitere 3-20min auf
Eis inkubieren und dann 2min bei 1800rpm in der Tischzentrifuge bei 4°C zentrifugie-
ren. Den Uberstand in ein neues Eppendorfgefif iiberfithren (das Pellet aufbewahren)
und erneut fir 10min bei 13000rpm zentrifugieren und nochmals in ein neues Eppen-
dorfgefaB iiberfithren. Dieser Uberstand ist die zytosolische Fraktion, welche aber auch
kleine Organellen, wie z.B. die Mitochondrien enthélt. Beide gewonnenen Zellpellets,
welche die Zellkerne und die Membrantriimmer beinhalten, werden zweimal mit PBS
gewaschen und dann widerum verglichen mit dem Zellpellet mit zweimal mehr hype-
rosmolarem Puffer 2 (optional direkt vor dem Versuch frisch dazugeben: 1mM PMSF,
ImM Vanadat, 0,lmM Pervanadat, ImM DTT, Proteinase-Inhibitor-Cocktail 1:100)
behandelt und 20min auf Eis inkubiert (dabei gelegentlich durch Schwenken das Ge-
fa mischen). 10min bei 13000rpm zentrifugieren. Der Uberstand enthélt die loslichen

Kernproteine, das Pellet enthéalt unlosliche Chromatin- und Membranreste. Soll von
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der Kernfraktion eine Proteinbestimmung gemacht werden, so muss auf das Glycerin
in Puffer 2 weitesgehend verzichtet werden (max. 10% Glycerin (normal 20%)) fiir die
Konzentrationsbestimmung mit der BCA- oder Bradford-Methode).

2.2.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgt mithilfe der Bradford-Methode. Coomassie Brilliant
Blue G-250 wird durch Bindung an ein Protein vom kationischen in den anionischen
Zustand tberfithrt. Die Absorption kann bei einer Wellenldnge von 595nm gemessen

werden.

kationisch neutral anionisch

4Tnm (rot) 650nm (griin) 595nm (blau)

Fir die Bestimmung der Konzentration muss parallel eine Standardreihe mit BSA

bekannter Konzentrationen angefertigt und gemessen werden.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgt mit dem System der Firma
BioRad, Miinchen. Die Losungen fiir Trenn- und Sammelgel werden nacheinander
hergestellt und nacheinander zwischen die vorbereiteten Gelplatten gegossen. Die auf-
zutrennenden Protein-Solubilisate werden mit reduzierendem 5-fach konzentriertem
Probenpuffer im Verhéltnis 1:5 gemischt und mit aqua dest. auf ein gut pipettierbares
Volumen gebracht. Anschliefend werden die Solubilisate fiir 5min bei 95°C im Heiz-
block gekocht und in die Taschen der Gele pipettiert. Das Einlaufen der Proteine in
das Sammelgel erfolgt bei einer konstanten Spannung von 80V. Anschlieend wird die
Spannung auf 100V erhoht, wobei die Auftrennung der Proteine tiber einen Zeitraum

von ungefahr 90min erfolgt.

2.2.4.2 Western Blot-Versuch

Mit der Western Blot-Apparatur der Firma BioRad, Miinchen wird das Gel direkt

nach der elektrophoretischen Auftrennung im Sandwich-Verfahren blasenfrei auf die
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Nitrocellulose-Membran iiberfiihrt. Die Membran zeigt beim Blotten zur Anode. Der
Transfer wird im Blotpuffer eisgekiihlt fiir mindestens 1h bei konstanter Stromstarke
von 0,25mA durchgefiihrt. Nach dem Transfer werden die Proteine auf der Membran
reversibel mit PonceauS geférbt, um den Proteingehalt bzw. die GleichméaBigkeit des
Transfers zu kontrollieren. Nach Entfarbung der Proteine mit TBS/0,1% Tween-Puffer
wird die Membran fiir mind. 30min mit 5% BSA/TBS/0,1% Tween-Puffer blockiert
und iiber Nacht bei 3°C mit dem Priméar-Antikérper inkubiert. Am Folgetag wird die
intensiv mit TBS/0,1% Tween-Puffer gewaschene Membran fiir 1h mit dem Sekundér-
Antikérper bei Raumtemperatur (RT) behandelt. Nach drei weiteren Waschschritten
mit TBS/0,1% Tween-Puffer konnen die Blots ausgewertet werden. Die gleichméaBige
Beladung wird tiber das Housekeeping-Protein (Ladekontrolle) bestimmt. Die Banden
von Interesse, werden mithilfe des Programmes ImageJ quantifiziert und auf die gleiche

Menge und denselben Zeitpunkt normiert.

2.2.4.3 Indirekter Immunfluoreszenz-Versuch

In einem Acht-Kammer-Objekttrager-System der Firma Thermo Fisher Scientific
(Schwerte) wird eine definierte Zellzahl bei 37°C bis zur 80%-Konfluenz kultiviert.
Das weitere Vorgehen entspricht dem Ablauf der Stimulation (Abbildung 2.3) mit den

angegebenen Konzentrationen der Zytokine aus der Tabelle 2.10.

Inositol-C2- Inositol-C2-
Kontrolle Zytokin TN

Abbildung 2.3: Prinzipieller Versuchsaufbau fiir den indirekten Immunfluoreszenz-
Versuch.

Nach der Stimulation werden die Zellen ausreichend mit PBS gewaschen, um danach
fir 30min bei RT mit 200ul PFA/Saponin 0,0025% fixiert zu werden. Zwei weitere
Waschschritte mit PBS folgen. Mit 200ul 1% BSA/PBS werden die Zellen fiir 30min
bei RT blockiert. Drei Waschschritte bei RT mit PBS & 10min miissen durchgefiihrt
werden, bevor der Primér-Antikérper in 1% BSA/PBS tiber Nacht bei 3°C auf der
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Wippe inkubiert. Nach der Inkubation miissen die Zellen erneut dreimal a 1min ge-
waschen werden, zweimal mit PBS und abschliefend mit PBS/0,1% Tween-Puffer.
Der Sekundéar-Antikérper wird in den angegebenen Verdiinnungen laut Hersteller in
1% BSA/PBS angesetzt und fir 1h bei RT im Dunkeln auf der Wippe inkubiert. Drei
letzte Waschschritte folgen, einmal mit PBS/0,1% Tween-Puffer und zweimal mit PBS
a 10min. Die Kammer wird vorsichtig abgelost, um den Objekttrager ausreichend tiber
Nacht trocknen lassen zu kénnen. Dieser kann am Folgetag eingedeckt und nach Aus-

hértung des Eindeck-Mediums ausgewertet werden.
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Um den Einfluss des glykosidierten Phospholipids Inositol-C2-PAF auf NFxBa, seine
Regulatormolekiile IkBa bzw. phosphoryliertes IkBa, sowie STAT1 zu untersuchen,
wurden HaCaT-Zellen bis zur Subkonfluenz kultiviert und anschlieSfend mit dem je-
weiligen Zytokin in An- bzw. Abwesenheit von Inositol-C2-PAF fiir 15min, 60min, 24h
und 48h stimuliert. Die daraus gewonnenen Zelllysate wurden mittels Western Blot-
Analyse untersucht. Bei den Kurzzeitinkubationen tiber 15min und 60min wurden die
Zellen vorab mit 5uM Inositol-C2-PAF fiir 1h prainkubiert und erst danach mit dem

jeweiligen Zytokin iiber die jeweilige Zeitspanne stimuliert.

3.1 Untersuchungen zum Einfluss von Inositol-C2-PAF auf den

Transkriptionsfaktor NFxB

3.1.1 Der Einfluss von IL-6 auf die Expression der p105-Untereinheit des
Transkriptionsfaktors NFkB in An- und Abwesenheit des
Phospholipids Inositol-C2-PAF in humanen Keratinozyten in vitro im

Western Blot-Verfahren

Die NF«kB pl05-Expression, dem Vorlaufer der p50-Untereinheit, wurde in HaCaT-
Zellen, die bis zur Subkonfluenz kultiviert wurden mittels Western Blot-Verfahren un-
tersucht. Dafiir wurden die Zelllysate mitels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocel-
lulosemembran transferiert und die Membranen mit einem Antikérper, der spezifisch
gegen die pl05-Untereinheit gerichtet ist, inkubiert. Der Proteinnachweis erfolgte mit-
tels geeigneten sekundaren Antikorper. Die Zellen wurden hierfiir vorneweg fiir 15min,
60min sowie fir 24h und 48h mit IL-6 (10ng/ml) in An- und Abwesenheit von 5uM
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Inositol-C2-PAF inkubiert. Die Zellen, die der Kurzzeitstimulationen unterzogen wur-
den, wurden vorab mit 5uM Inositol-C2-PAF fiir 1h prainkubiert. Erst danach erfolgte
die Stimulation fir 15min bzw. 60min mit dem Zytokin IL-6 (10ng/ml). Als Kontrolle
wurden jeweils unbehandelte Zellen mitgefiihrt.

Die Auswertungen der Banden ergeben, dass die Expression der pl105-Untereinheit
nach 15min, weder durch IL-6 noch durch Inositol-C2-PAF beeinflusst wird (Abbil-
dung 3.1). Im Bezug auf die Kontrolle kommt es zwar zu einer sichtbaren Zunahme der
Bandenstérke durch die Behandlung der Zellen mit Inositol-C2-PAF und/oder IL-6 im
Blot, doch ist im direkten Vergleich der Banden der stimulierten Zellen mit Inositol-
C2-PAF und/oder IL-6 allerdings keine Zu- oder Abnahme der Signalintensitiat zu
beobachten. Inositol-C2-PAF scheint demnach keinen Einfluss auf die Expression des

Vorlaufermolekiils p105 nach einer Stimulation tiber 15min zu haben.

15 Minuten
= -
S &
g +
= — - 3
m 3 &., [=]

105kpa TN — >—a
120kpa NN -=a . E-Cadherin

Abbildung 3.1: Die Expression des Proteins NFxB p105 in HaCaT-Zellen im Western
Blot nach einer Inkubation iiber 15min.
Die HaCaT-Zellen wurden nach einer einstiindigen Vorinkubation mit
Inositol-C2-PAF (5uM) fir weitere 15min in An- und Abwesenheit von
IL-6 (10ng/ml) inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.
Das Membranprotein E-Cadherin dient hierbei als Ladekontrolle zum
Nachweis gleicher Proteinmengen. Dargestellt ist ein reprasentativer
Blot aus n=3 Versuchen.

NFkB 105

Zur Quantifizierung der NFxB p105-Signale im Western Blot wurden die Banden den-
sitometrisch ermittelt und ausgewertet. Diese wurden dann auf die Bande der jeweili-
gen Ladekontrolle bezogen. Die Expression des dafiir verwendeten Proteins wird nicht

vom eingesetzten Zytokin reguliert und sollte unter den verschiedenen Bedingungen
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in anndhernd gleicher Menge exprimiert werden. Sie dient damit als Kontrolle fiir eine
gleichmaflige Beladung des Elektrophoeresegels. Kommt es trotzdem zu Abweichungen
in der Menge der Ladekontrolle, kann durch die Quantifizierung der Ladekontrolle die
Menge des zu bestimmenden Proteins angepasst und normalisiert werden. Dieser Wert,
ermittelt im Kontrollansatz, stellt den Referenzwert dar und wird auf 1,00 festgesetzt.
Gleiche Experimente wurden anschlieSend zu einem relativen Mittelwert zusammenge-
fasst und die Standardabweichung bestimmt. Die in Abbildung 3.2 dargestellte Quan-
tifizierung der Banden zeigt nach 15min keinen Anstieg der relativen Proteinmenge
im Vergleich zur Kontrolle durch Stimulation mit Inositol-C2-PAF. Werden die Zellen
nur mit IL-6 behandelt ist ein Anstieg von 1,0 auf 1,25 zu verzeichnen. Durch die
Zugabe von Inositol-C2-PAF erhoht sich diese weiter auf 1,5. Bezugnehmend auf die
Fehlerbalken sind die genannten Veranderungen jedoch nur gering. Mit einem p-Wert
von 0,3512 ist der Versuch nicht signifikant. Somit haben weder IL-6 noch Inositol-
C2-PAF nach einer Kurzzeitstimulation tiber 15min einen Einfluss auf die Expression
der NFxB pl105-Untereinheit und bestatigen die Tendenz der Blots.

NFxB p105 nach 15min
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Abbildung 3.2: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der Expres-
sion von NFkB p105 nach 15min (n=3 Versuche).

Werden die Zellen fiir 24h oder 48h unter den in Abbildung 3.3 beschriebenen Be-
dingungen inkubiert, zeigt sich ebenfalls keine Verdnderung der Bandenstérke im Ver-
gleich zur Kontrollbande. Die Abnahme der Bandenintensitat nach 24h bei den nur mit

Inositol-C2-PAF behandelten Zellen relativiert sich durch die geringere Proteinmenge
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der darunterliegenden Ladekontrolle, was die anschlieBende Quantifizierung (Abbil-
dung 3.4) bestétigt. Die Auswertung der Blots zeigt, dass die relative Proteinmenge,
sowohl nach 24h als auch nach 48h im Vergleich zur Kontrolle konstant bleibt. Auch
hier ist kein Effekt durch Inositol-C2-PAF zu beobachten. Der p-Wert der Versuche
betragt tiber 24h 0,7479 und iiber 48h 0,9092. Die Ergebnisse sind dem nach ebenfalls
nicht signifikant.
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Abbildung 3.3: Die NF«xB pl05-Expression in HaCaT-Zellen im Western Blot nach
einer Inkubation iiber 24h und 48h. Die HaCaT-Zellen wurden mit IL-
6 (10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM)
fiir 24h bzw. 48h inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.
E-Cadherin dient zum Nachweis gleicher Proteinmengen.
Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Blot aus n=3 Versuchen.
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Abbildung 3.4: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der Expres-
sion von NF«kB p105 nach 24h und 48h (n=3 Versuche).

Zusammenfassend erkennt man im Vergleich zur Kontrolle durch die Behandlung der
HaCaT-Zellen mit IL-6 (10ng/ml) in Anwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM) einen
Anstieg der p105-Expression um 50%, der sich allerdings durch die hohen Fehlerbalken
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relativiert. Zudem verliert sich der Anstieg iiber den zeitlichen Verlauf hin und findet
sich nach 48h auf Hohe der Kontrolle wieder (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Graphische Zusammenfassung der NFkB pl105-Expression iiber den
zeitlichen Verlauf von 15min bis hin zu 48h Inkubation mit dem Zyto-
kin IL-6 (10ng/ml) und Inositol-C2-PAF (5uM). Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen (n=3 Versuche).

3.1.2 Der Einfluss von IL-6 auf die Expression der p50-Untereinheit des
Transkriptionsfaktors NFkB in An- und Abwesenheit des
Phospholipids Inositol-C2-PAF

Um die Expression der prozessierten NF«xB p50-Untereinheit in HaCaT-Zellen zu un-
tersuchen, wurden die Zellen bis zur Subkonfluenz kultiviert und iiber 15min, 60min,
24h und 48h mit dem Zytokin IL-6 (10ng/ml) in An- und Abwesenheit von 5uM
Inositol-C2-PAF behandelt und mittels Western Blot-Versuch und einem spezifischen
Antikorper, der gegen die p50-Untereinheit gerichtet ist, untersucht. Die Zellen, die der
Kurzzeitstimulationen unterzogen wurden, wurden vorab mit 5uM Inositol-C2-PAF
fiir eine Stunde prainkubiert. Erst danach erfolgte die Stimulation fiir 15min bzw.
60min mit dem Zytokin IL-6 (10ng/ml). Nach 15-miniitiger Inkubation der HaCaT-
Zellen erkennt man im Vergleich zu den Banden der unbehandelten Kontroll-Zellen
keine Veranderung in der Signalintensitdt der NFkB p50-Untereinheit im Western
Blot durch die Behandlung mit Inositol-C2-PAF und/oder IL-6. Somit scheinen weder
IL-6 noch Inositol-C2-PAF einen Effekt auf die Menge der NFxB p50-Untereinheit
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nach einer Inkubation tiber 15min zu haben. Nach 60min kommt es zu einer Abnahme
der Bandenintensitit der nur mit Inositol-C2-PAF behandelten Zellen im Vergleich zur
Kontrolle. Durch die alleinige Stimulation mit IL-6 nimmt die Menge an NFxB p50
wiederum stark zu und wird durch die zeitgleiche Stimulation mit Inositol-C2-PAF
nochmal minimal erhoht (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Die Expression der NFkB p50-Untereinheit in HaCaT-Zellen im Wes-
tern Blot nach einer Inkubation iiber 15min und 60min.
Die HaCaT-Zellen wurden nach einer einstiindigen Vorinkubation mit
Inositol-C2-PAF (5uM) fir weitere 15min bzw. 60min in An- und Ab-
wesenheit von IL-6 (10ng/ml) inkubiert. Als Kontrolle dienten unbe-
handelte Zellen. E-Cadherin und Vinculin dienen jeweils zum Nachweis
gleicher Proteinmengen.
Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Blot aus n=3 Versuchen bei
der Stimulation iiber 15min und n=2 Versuchen bei der Stimulation
iiber 60min.

Die Abbildung 3.7 gibt die Auswertung der Blots nach 15- und 60-miniitiger Inkubati-
on wieder. Wie das Ergebnis der Blots schon gezeigt hat, zeigen sich keine gravierenden
Verdnderungen in der Stiarke der Banden nach 15min und damit auch keine Signifikanz
(p-Wert 0,7719). Die beobachtete Zunahme der NFxB p50-Expression der Blots bei
gleichzeitiger Inkubation mit IL-6 und Inositol-C2-PAF nach 60min im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit 1L-6 oder Inositol-C2-PAF sowie zur Kontrolle spiegelt sich
auch in der Quantifizierung wieder, durch einen Anstieg der relativen Proteinmenge
von 1,2 auf 2,0 (Abbildung 3.7), sind aber ebenfalls nicht signifikant (p-Wert 0,2516).

Nach der Stimulation Uiber 24h erkennt man wie nach der Stimulation iiber 60min eine
Abnahme der Bandenstarke bei den nur mit Inositol-C2-PAF behandelten Zellen im
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Abbildung 3.7: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der Expres-
sion von NF«kB p50 nach 15min und 60min (n=3 Versuche bei der
Stimulation {iber 15min und n=2 Versuche bei der Stimulation {iber
60min).

Vergleich zur Kontrolle. Durch die alleinige Behandlung mit IL-6 sieht man wiederum
eine deutliche Zunahme der NFkB p50-Untereinheit. Die zusatzliche Behandlung mit
Inositol-C2-PAF hat auch hier nur einen schwachen Einfluss auf die Signalintensitat
(Abbildung 3.8). Dieser Effekt relativiert sich jedoch durch die Schwankungen in der
darunter abgebildeten Ladekontrolle. Die Stimulation tiber 48h zeigt, dass die Menge
an NFkB p50 in den nur mit Inositol-C2-PAF-behandelten Zellen, sowie in den nur mit
[L-6-behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontroll-Zellen nur minimal zuzunehmen
scheint. Die Inkubation mit IL-6 und Inositol-C2-PAF fithrt aber unter diesen Bedin-

gungen zu einer stiarkeren Zunahme der Signalintensitat (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Die NF«B p50-Expression in HaCaT-Zellen im Western Blot nach ei-
ner Inkubation tiber 24h und 48h. Die HaCaT-Zellen wurden mit IL-6
(10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM)
fiir 24h bzw. 48h inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.
E-Cadherin dient zum Nachweis gleicher Proteinmengen. Dargestellt
ist jeweils ein reprasentativer Blot aus n=3 Versuchen.
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Die quantitative Auswertung der Blots nach 24h und 48h stellt die Abbildung 3.9 dar.
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3 34
8 2
n o 2 o
o 2 2] T T o & 2 T T
¥ 0 LE g J_ J-
£ £ T |1 _I_ G E
g8 - g%
= 0 14 £ 0 14
e B

) Konirolle Inlo ILl-6 IL-6I+ Ino ) Kon{rolle Inlo ILl-6 IL-6I+|no

Abbildung 3.9: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der Expres-
sion von NF«kB p50 nach 24h und 48h (n=3 Versuche).

Nach 24h bleibt die relative Proteinmenge nach Zugabe von Inositol-C2-PAF im Ge-
gensatz zur Kontrolle nahezu konstant. 1L-6 erhoht die Menge an NFkB p50 ge-
ringfligig. Die gleichzeitige Gabe von IL-6 und Inositol-C2-PAF hat keinen Einfluss
auf die Expression des Proteins im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit IL-6. Die
quantitative Auswertung der Blots nach 48h zeigt ein &hnliches Bild wie die Auswer-
tung der Inkubation iiber 24h. Beide Stimulationen sind demnach nicht signifikant
(24h:p-Wert 0,4005; 48h:p-Wert 0,2168).

Zusammenfassend kann man sagen, dass nach 15min, 60min, 24h und 48h jeweils ein
Anstieg durch die Stimulation mit IL-6 im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen ist
(Abbildung 3.10). Zu allen anderen angegebenen Zeitpunkten bleibt die relative Prote-
inmenge durch Zugabe von Inositol-C2-PAF im Gegensatz zur alleinigen Stimulation
mit IL-6 stabil, d.h. die Proteinmenge an NFxB p50 wird durch das Phospholipid
Inositol-C2-PAF nicht beeinflusst.

3.1.3 Untersuchungen zum Einfluss des Phospholipids Inositol-C2-PAF auf
die Verteilung der NFxB p105-Untereinheit zwischen Zytosol und
Zellkern

Die Proteine NFxB p105 und p100 sind Vorlaufermolekiile, aus denen die nicht-Rel-

Proteine p50 und p52 mittels limitierter Proteolyse entstehen. Da NFxB pl05 als

Prekurser-Molekiil im Zytosol abgebaut wird, sollte es nicht im Zellkern lokalisiert



3 Ergebnisse 51
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Abbildung 3.10: Graphische Zusammenfassung der NFkB p50-Expression iiber den
zeitlichen Verlauf von 15min bis 48h nach Inkubation mit dem Zy-
tokin IL-6 (10ng/ml) in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF
(5uM). Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (n=3 Versuche).

sein. Um Aufschluss zu erhalten, ob Inositol-C2-PAF einen Einfluss auf die Verteilung
von pl05 und p50 im Zytosol und im Zellkern hat, wurden HaCaT-Zellen iiber 24h
unbehandelt, mit Inositol-C2-PAF, mit IL-6 und mit IL-6 und Inositol-C2-PAF inku-
biert. Anschliefend wurden Kern-/Zytosol-Fraktionierungen durchgefithrt und mittels
Western Blot-Verfahren analysiert. Die Membranen wurden mit einem Antikorper
der spezifisch gegen die p105- bzw. die p50-Untereinheit gerichtet ist, inkubiert. Der
Protein-Nachweis erfolgte mittels eines geeigneten sekundéaren Antikorpers.

Als Ladekontrolle fiir die zytosolische Fraktion diente Vinculin, als Marker der Kern-
fraktion wurde das Protein p300 gewéhlt, das als Histon-Acyltransferase im Kern
fungiert (Abbildung 3.11).

Leider war die Proteinkonzentration der Kernfraktion so gering, das der spezifische
Nachweis des p300 sehr schwierig war. Jedoch konnte in der Kernfraktion das zy-
tosolische Protein Vinculin und in der Zytosolfraktion das p300 nicht nachgewiesen
werden, wihrend sich Vinculin in der Zytosolfraktion und p300 (schwach) in der Kern-
fraktion nachweisen liefl. In der zytosolischen Fraktion erkennt man eine Zunahme der
Bandenstérke durch Inkubation mit Inositol-C2-PAF| sowie mit IL-6 und deutlich eine
Abnahme des Signals bei gleichzeitiger Behandlung mit 1L-6 und Inositol-C2-PAF im
Vergleich zu der Kontrolle (Abbildung 3.11). In der nukledren Fraktion, in der kein

Signal des zytosolischen Proteins Vinculin und schwache Banden fiir p300 nachweisbar
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Abbildung 3.11: Die NF«kB p105-Expression in der zytosolischen und nukledren Frak-
tion in HaCaT-Zellen im Western Blot-Versuch nach Inkubation iiber
24h. Die HaCaT-Zellen wurden mit IL-6 (10ng/ml) und in An- und
Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM) fiir 24h inkubiert. Vincu-
lin und p300 dienen zum Nachweis der Reinheit der Auftrennung.
Dargestellt ein ein représentiver Blot aus n=2 Versuchen.

sind, ist NFxB p105 nur sehr schwach bis gar nicht in der Fraktion zu erkennen (Ab-
bildung 3.11) Leichte Verunreinigungen in der nukleiren Fraktion kénnen zu diesem
Ergebnis fithren.

Die Quantifizierung der zytosolischen NFkB p105-Signale bestétigt den Eindruck der
Blots, dass die relative Proteinmenge in der zytosolischen Fraktion der IL-6-behandel-

ten Zellen deutlich von 1,25 auf 0,75 durch zuséitzliche Gabe von Inositol-C2-PAF
abnimmt (Abbildung 3.12).

3.1.4 Untersuchungen zum Einfluss des Phospholipids Inositol-C2-PAF auf
die Verteilung der NFxB p50-Untereinheit zwischen Zytosol und
Zellkern

Um zu untersuchen, ob Inositol-C2-PAF einen Einfluss auf die Translokation der p50-
Untereinheit in den Zellkern hat, wurde eine Kern-/Zytosol-Fraktionierung von den
Zellen, die 24h behandelt wurden, durchgefithrt und mittels Western Blotting analy-
siert. Als Ladekontrolle fiir die zytosolische Fraktion diente Vinculin, als Marker der

Kernfraktion wurde das Protein p300 gewahlt (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.12: Quantifizierung des Western Blot-Versuchs zum Nachweis der NFxB
pl05-Expression in der zytosolischen Fraktion nach 24h. Inositol-C2-
PAF hat nach 24h Inkubation sichtbar einen Effekt auf die IL-6-
abhingige NFxB pl05-Expression mit einer Abnahme der relativen
Proteinmenge von 1,25 auf 0,75 in der zytosolischen Fraktion. In der
nukledren Fraktion ldsst sich NFkB p105 nicht nachweisen und wird
daher nicht quantifiziert. (n=2 Versuche)

Auch hier war die Proteinkonzentration der Kernfraktion so gering, dass der spezi-
fische Nachweis des p300 sehr schwierig war. Jedoch konnte in der Kernfraktion das
zytosolische Protein Vinculin und in der Zytosolfraktion das p300 nicht nachgewiesen
werden, wahrend sich Vinculin in der Zytosolfraktion und p300 (schwach) in der Kern-
fraktion nachweisen liel. Die prozessierte p50-Untereinheit des Transkriptionsfaktors
NFxB ist in der Kontrolle der zytosolischen Fraktion nach 24h nachweisbar. Durch die
jeweilige Stimulation mit IL-6 oder Inositol-C2-PAF erhoht sich die Menge von NF«kB
pd0 im Vergleich zu den Kontroll-Zellen. Werden IL-6-behandelte Zellen zusatzlich
mit Inositol-C2-PAF inkubiert kommt es zu einer Abnahme der Signalintensitédt in
der zytosolischen Fraktion (Abbildung 3.13). Betrachtet man die nukledre Fraktion,
ist auch hier NFxB p50-Protein nachweisbar, jedoch weniger, als in der Kontrolle der
zytosolischen Fraktion. In der nukledren Fraktion steigt die Menge an NF«kB p50 nach
Stimulation mit Inositol-C2-PAF sowohl in den sonst unbehandelten Zellen, aber auch
in den IL-6-behandelten Zellen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen.

Nach Normalisierung auf die jeweiligen Ladekontrollen zeigt sich, dass sich die Menge
der p50-Untereinheit tiber die zwei durchgefithrten Versuche nach IL-6-Gabe innerhalb
der zytosolischen Fraktion nicht &ndert. Auch die Gabe von Inositol-C2-PAF hat kei-
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Abbildung 3.13: Die NFxB pb0-Expression in der zytosolischen und nukledren Frak-
tion in HaCaT-Zellen im Western Blot nach 24h. Die HaCaT-Zellen
wurden mit IL-6 (10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von Inositol-
C2-PAF (5uM) fur 24h inkubiert. Vinculin und p300 dienen zum
Nachweis der Reinheit der Auftrennung. Dargestellt ist eine repra-
sentative Aufnahme aus n=2 Versuchen.

nen Einfluss auf die Verteilung der p50-Untereinheit innerhalb der zytosolischen Frak-
tion (Abbildung 3.14). Innerhalb der nukledren Fraktion kommt es zu einem Anstieg
der p50-Untereinheit durch gleichzeitige Behandlung mit IL-6 und Inositol-C2-PAF.
Die relative Proteinmenge steigt von 0,9 auf 1,3 (Abbildung 3.14). Sie bestéatigt damit
das Ergebnis der Blots. In Anbetracht der groflen Fehlerbalken ldsst dies nur eine ver-
mehrte Prozessierung der p50-Untereinheit vermuten und miisste durch eine groflere
Anzahl an Versuchen bestétigt werden.

Tragt man die relativen Werte der Proteinmengen der zytosolischen und nukledren
Werte im direkten Vergleich gegeneinander auf, zeigt sich, dass Inositol-C2-PAF die
Translokation der p50-Untereinheit in den Zellkern forciert (Abbildung 3.15). Aller-
dings minimiert sich dieser Effekt in Anbetracht der hohen Fehlerbalken.
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Abbildung 3.14: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der NFxB

pb0-Expression in der zytosolischen und nukledren Fraktion nach 24h
(n=2 Versuche).
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Abbildung 3.15: Die quantifizierte zytosolische und nukleédre Fraktion der NFxB p50-

Expression der Western Blot-Versuche nach 24h im direkten Ver-
gleich (n=2 Versuche).

3.1.5 Der Einfluss des Phospholipids Inositol-C2-PAF auf die Lokalisation
des Transkriptionsfaktors NFxB p105/p50 mittels indirekter

Immunfluoreszenz-Analyse

Fur die Immunfluoreszenz- Analyse wurden die humanen Keratinozyten im subkonflu-
enten Zustand analysiert. Die Konzentration von Inositol-C2-PAF wurde mit 2,5uM
etwas niedriger gewéhlt, da nach Austestung zu viele Zellen nach 24h auf dem Objekt-
trager verstarben. Die IL-6-Konzentration wurde erhéht auf 20ng/ml, da nach Austes-
tung bei dieser Konzentration ein deutlicherer Effekt auf die Lokalisation innerhalb der

Zelle sichtbar wurde. Abbildung 3.16 zeigt die Lokalisation des Transkriptionsfaktors
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NF«xB p105/p50 (grin) innerhalb der Zelle nach Stimulation iiber 24h.
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Abbildung 3.16: Die Expression von NFxB pl05/p50 in HaCaT-Zellen im
Immunfluoreszenz-Versuch nach 24h Die Zellen wurden mit IL-6
(20ng/ml) und in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (2,5uM)
fir 24h inkubiert. Dargestellt ist eine repriasentative Aufnahme aus
n=3 Versuchen.

Die blaue Farbung zeigt den Zellkern und die rote Farbung stellt das F-Aktin-Zytoske-
lett dar. Nach 24h Inkubation zeigt sich ein &hnlicher Effekt, wie in der Western Blot-
Analyse. Die Stimulation mit IL-6 fithrt zu einer verstarkten Lokalisation von NFxB
p105/p50 um den Zellkern herum. Dieser Effekt ist auch nach zusatzlicher Gabe von
Inositol-C2-PAF unveréndert und die verstiarkte Lokalisation um den Zellkern herum
ist weiterhin deutlich bzw. noch deutlicher sichtbar. Die Struktur des Zellkerns und

des F-Aktin-Zytoskeletts sind nach den jeweiligen Behandlungen unveréndert.
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3.1.6 Der Einfluss von IL-6 auf die Expression von l«Ba in An- und
Abwesenheit des Phospholipids Inositol-C2-PAF

Im Ruhezustand bindet NFkB im Zytoplasma an das inhibitorische Protein IxBa, wo-
durch NFkB inaktiv ist und daran gehindert wird in den Zellkern zu gelangen (Baldwin
(1996), Ghosh et al. (1998)). Eine Vielzahl von Signalen fiithren zur Phosphorylierung
des gebundenen IkBo an Ser32 und Ser36 (Brockman et al. (1995), Brown et al.
(1995)), der anschlieBenden Polyubiquitinylierung und der damit verbundenen Degra-
dation des Inhibitors durch das 26S-Proteasom (Beg et al. (1993), Courtois (2000)),
wodurch NF«B aktiviert wird (Pahl (1999)). Die IxkBa-Expression in HaCaT-Zellen
wurde ebenfalls auf Proteinebene im Western Blot-Verfahren mithilfe eines spezifi-
schen Antikérpers analysiert. Die Stimulationszeiten betrugen hierbei ebenfalls 24h
und 48h. Die Konzentration von Inositol-C2-PAF betrug in allen Versuchen 5uM.
Die Stimulation der HaCaT-Zellen tiber 24h und 48h erfolgte nach dem bereits be-
schriebenen Schema (Abbildung 3.17). Als Ladekontrolle diente in diesen Versuchen
E-Cadherin. Nach 24h nimmt die Signalstirke des IxBa in allen Ansétzen in denen
Zellen mit Inositol-C2-PAF behandelt wurden im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
leicht zu. IL-6 hat keinen sichtbaren Einfluss auf die Expression des Proteins. Diese

Tendenz verstiarkt sich nach 48 h.
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Abbildung 3.17: Die IxBo-Expression in HaCaT-Zellen im Western Blot nach 24h und
48h. Die HaCaT-Zellen wurden mit IL-6 (10ng/ml) und in An- und
Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM) fiir 24h und 48h inkubiert.
E-Cadherin dient zum Nachweis gleicher Proteinmengen. Dargestellt
ist ein représentativer Blot aus n=3 Versuchen.

In der Quantifizierung zeigt sich die Zunahme der Bandenstéirke durch eine Zunah-
me der relativen Proteinmenge der mit IL-6 und Inositol-C2-PAF behandelten Zellen

bezogen auf die Kontrollen. Nach 24h steigt diese signifikant an von 1,0 relativer Pro-
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teinmenge auf 1,9 (p-Wert <0,05), und nach 48h von 1,0 auf 1,8 an (p-Wert<0,01).
Dieses bestétigt damit das Ergebnis der Blots (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der IxBao-
Expression nach 24h und 48h. Die mit * (p <0,05) oder mit
** (p <0,01) versehenen Banden stellen Ergebnisse dar, die sich si-
gnifikant von den Kontroll-Zellen unterscheiden (n=3 Versuche).

3.1.7 Der Einfluss von IL-6 auf die Phosphorylierung von l«Ba in An- und
Abwesenheit des Phospholipids Inositol-C2-PAF

Die Phosphorylierung des IxBa, die die Degradation und damit die Aktivierung von
NFkB einleitet, wurde in HaCaT-Zellen durch einen spezifischen Antikorper im Wes-
tern Blot-Verfahren analysiert. Die Stimulationszeit betrug 24h. Die Konzentration
von Inositol-C2-PAF betrug 5uM. Die Stimulation der HaCaTs tber 24h erfolgte wie
bereits erwdhnt. In den Zellsolubilisaten lasst sich eine schwache Zunahme des phos-
phorylierten IkBa nach Stimulation mit Inositol-C2-PAF im Vergleich zu den Kontroll-
Zellen tiiber 24h verzeichnen. Es lasst sich ebenfalls eine schwache Zunahme in der
Bandenintensitat erkennen durch die gleichzeitige Stimulation mit IL-6 und Inositol-
C2-PAF im Vergleich zu den nur mit IL-6-stimulierten Zellen (Abbildung 3.19).

Die in den Blots gemachten Beobachtungen werden durch die Quantifizierung der
Banden teilweise bestétigt. Die zunehmende Bandenintensitat der nur mit Inositol-C2-
PAF-behandelten Zellen scheint sich durch die Normalisierung auf die Ladekontrolle
auszugleichen. Allerdings ist der Anstieg der relativen Proteinmenge der mit IL.-6 und
Inositol-C2-PAF behandelten Zellen auch in der Quantifizierung deutlich zu erkennen.
Die relative Proteinmenge steigt von 2,0 auf 3,0, demnach um 50% (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.19: Der Phosphorylierungsstatus von IxkBa in HaCaT-Zellen im Western
Blot nach 24h. Die HaCaT-Zellen wurden mit IL-6 (10ng/ml) und
in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM) fiir 24 Stun-
den inkubiert. EGFR dient zum Nachweis gleicher Proteinmengen.
Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus n=2 Versuchen.

Die auch hier sehr hohen Fehlerbalken miissen durch eine hohere Anzahl von Versuchen

minimiert werden.
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Abbildung 3.20: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der plkBo-
Expression nach 24h. (n=2 Versuche)
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3.2 Untersuchungen zum Einfluss von Inositol-C2-PAF auf den
Transkriptionsfaktor STAT1

3.2.1 Der Einfluss von IFNy auf die Expression des Transkriptionsfaktors
STAT1 in An- und Abwesenheit des Phospholipids Inositol-C2-PAF

in humanen Keratinozyten in vitro im Western Blot-Verfahren

Inositol-C2-PAF hat, wie in anderen Arbeiten (Semini et al. (2011a), Stricker (2019))
bereits gezeigt, einen hemmenden Effekt auf die Phosphorylierung von STAT3 in der
Keratinozyten-Zell-Linie HaCaT. Des Weiteren wird die Expression eines weiteren Fa-
milienmitglieds, STAT1, das ebenfalls eine Rolle bei der Pathogenese der Psoriasis
vulgaris spielt (van der Fits et al. (2004), Eriksen et al. (2005), Récz et al. (2011)), auf
Transkriptionsebene durch Inositol-C2-PAF herunterreguliert. Im Rahmen dieser Ar-
beit sollte untersucht werden, ob sich der Einfluss durch Inositol-C2-PAF auf STAT1
auch auf Proteinebene widerspiegelt. Auch hierfiir wurde die Western Blot-Analyse ge-
wahlt, wobei ein spezifischer, gegen STAT1-gerichteter Antikorper eingesetzt wurde.
Zur Stimulation wurde in den gemachten Versuchen das Zytokin IFNy gewahlt, da es
als Hauptaktivator des JAK-/STAT-Signalweges gilt. Die Stimulationszeiten betrugen
jeweils 15min, 60min, 24h und 48h und Inositol-C2-PAF wurde in allen Versuchen in
einer Konzentration von 5uM eingesetzt. Die Zellen der Kurzzeitstimulation, die im
eigentlichen Stimulationsversuch mit Inositol-C2-PAF fiir 15min und 60min behan-
delt wurden, wurden vorab mit 5uM Inositol-C2-PAF fiir eine Stunde prainkubiert.
Erst danach erfolgte die eigentliche Stimulation mit dem Zytokin IFNy (10ng/ml)
in An- und Abwesenheit von 5uM Inositol-C2-PAF fiir 15min und 60min. Als Kon-
trolle dienten unbehandelte Zellen. Auch die Stimulation der HaCaT-Zellen iiber 24h
und 48h erfolgte nach diesem Schema, allerdings ohne die Prainkubation mit Inositol-
C2-PAF fiir 1h. Die Western Blot-Analyse zeigt, dass sich iiber einen Zeitraum von
15min die Expression des Transkriptionsfaktors STAT1 durch die alleinige Behandlung
mit Inositol-C2-PAF im Vergleich zu den Kontroll-Zellen minimal erhoht, sichtbar als
geringe Verstarkung der Bandenintensitat. Dieses FErgebnis relativiert sich durch die
gleichzeitige Zunahme in der Ladekontrolle. Bei gleichbleibender Ladekontrolle in-
tensiviert sich allerdings die Bandenstarke weiter durch Behandlung mit IFNy. Die
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zuséitzliche Gabe von Inositol-C2-PAF ldsst wiederum nur eine geringe Abnahme des
Transkriptionsfaktors STAT1 erahnen. Nach 60min Inkubation erkennt man ebenfalls
eine Abnahme in der Intensitdt durch alleinige Behandlung mit Inositol-C2-PAF im
Vergleich zu der Kontrolle. Im Gegensatz zu der Stimulation tiber 15min zeigt sich
hier allerdings durch die alleinige Stimulation mit IFNy wiederum eine Abnahme der

Bandenintesitat, die durch Zugabe von Inositol-C2-PAF wiederum erneut zunimmt

(Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Die STAT1-Expression in HaCaT-Zellen im Western Blot-Versuch
nach 15min und 60min. Die Zellen werden mit IFNy (10ng/ml) und
in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM) iiber 15min und
60min inkubiert. Vinculin dient zum Nachweis gleicher Proteinmen-
gen. Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Blot aus n=2 Versu-
chen.

Nach Stimulation der Zellen iiber 24h lasst sich kein Unterschied in der Bandenin-
tensitdt der nur mit Inositol-C2-PAF und der nur mit IFNy-behandelten Zellen im
Vergleich zur Kontrolle erkennen. In Anwesenheit von IFNy kommt es zu einer star-
ken Abschwichung des STAT1-Signals durch Inositol-C2-PAF. Dieser Effekt lasst sich
auch nach 48h noch schwach in den Blots erkennen (Abbildung 3.22).

Die anschliefende Quantifizierung bestatigt die Ergebnisse der Blots. Die relative Pro-
teinmenge der STAT1-Signale der mit Inositol-C2-PAF und IFNy behandelten Zellen
nimmt im Vergleich zu den nur mit IFNy behandelten Zellen nach 15min von 4,5 auf
4 ab. Nach 60min kommt es, wie auch in den Blots ersichtlich, zu einer Zunahme
von 0,9 relativer Proteinmenge auf 1,2. Die deutliche Abnahme der Bandenintensitat
bei Inkubation mit IFNy und Inositol-C2-PAF im Vergleich zu den nur mit IFNy be-

handelten Zellen ist in der Quantifizierung nicht mehr so deutlich zu erkennen, die
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Abbildung 3.22: Die STAT1-Expression in HaCaT-Zellen im Western Blot-Versuch
nach 24h und 48h. Die Zellen werden mit IFNy (10ng/ml) und in
An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM) tiber 24h und 48h
inkubiert. Vinculin dient zum Nachweis gleicher Proteinmengen. Dar-
gestellt ist jeweils ein repréisentativer Blot aus n=2 Versuchen.

relative Proteinmenge sinkt von 4,1 auf 4,0. Auch die Quantifizierung der Blots iiber
48h erscheint nach Normalisierung auf die Ladekontrolle anders. Es scheint eher zu
einer Zunahme des Transkriptionsfaktors STAT1 durch die Stimulation mit IFNy zu
kommen, die durch zusétzlich Gabe von Inositol-C2-PAF unbeeinflusst erscheint. Die

relative Proteinmenge steigt von 0,5 auf 1,0 (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Quantifizierung der Western Blots zum Nachweis der STAT1-
Expression nach 15min, 60min, 24h und 48h (n=2 Versuche).
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Dieser Effekt wird durch die sehr hohen Fehlerbalken minimiert und lasst dadurch
kein eindeutiges Ergebnis erkennen (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24: Graphische Zusammenfassung der gezeigten Versuche iiber den zeit-
lichen Verlauf von 15min bis zu 48h Inkubation mit dem Zytokin
IFNy (10ng/ml) und Inositol-C2-PAF (5uM) (n=2 Versuche).

3.2.2 Untersuchungen zum Einfluss des Phospholipids Inositol-C2-PAF auf
die Verteilung des Transkriptionsfaktors STAT1 innerhalb der Zelle

Um zu untersuchen, ob Inositol-C2-PAF moglicherweise einen Einfluss auf die Translo-
kation des Transkriptionsfaktors STAT1 vom Zytosol in den Zellkern hat, wurde eine
Kern-/Zytosol-Fraktionierung von den Zellen, die tiber 15min, 60min, 24h und 48h
mit [FNy (10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von 5uM Inositol-C2-PAF behan-
delt wurden, durchgefiihrt und mittels Western Blotting analysiert. Zur Uberpriifung
der Reinheit der Kern-/Zytosol-Trennung wurde die Kernfraktion auf Anwesenheit
von Vinculin, einem zytosolischen Protein getestet. Es zeigt sich bei den nukledren
Fraktionen ein Fehlen der Vinculinbande. Der Kernmarker wurde in diesen Versuchen
nicht mitgefithrt, da andere Antikérper getestet wurden, die auf der Hohe des Kern-
markers liefen. Nach 15min sieht man eine Zunahme der Bandenstéarke durch alleinige
Stimulation mit Inositol-C2-PAF im Vergleich zur Kontrolle, sowie durch die gleichzei-
tige Inkubation der Zellen mit IFNy und Inositol-C2-PAF im Vergleich zur alleini-
gen Stimulation mit IFNy. Nach weiteren 45min, sowie nach 24h und 48h ist ein
Unterschied in der Signalintensitdt nicht mehr sichtbar (Abbildung 3.25 und Abbil-
dung 3.26).
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Abbildung 3.25: Die STAT1-Expression in der zytosolischen Fraktion in HaCaT-
Zellen im Western Blot nach 15min und 60min. Die HaCaT-Zellen
werden mit IFNy (10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von
Inositol-C2-PAF (5uM) fiir 15min und 60min inkubiert. Vinculin
dient zum Nachweis gleicher Proteinmengen. Dargestellt ist ein re-
prasentiver Blot aus n=2 Versuchen.

In der Quantifizierung der STAT1-Signale im Zytosol zeigt sich nach 15min jeweils eine
Zunahme der relativen Proteinmenge des Transkriptionsfaktors STAT1 durch Zugabe
von Inositol-C2-PAF. Die relative Proteinmenge steigt von 1,0 der Kontroll-Zellen auf
1,5 durch Behandlung mit Inositol-C2-PAF bzw. von 0,5 der IFNy behandelten Zel-
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Abbildung 3.26: Die STAT1-Expression in der zytosolischen Fraktion von HaCaT-
Zellen im Western Blot nach 24h und 48h. Die HaCaT-Zellen wurden
mit IFNy (10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-
PAF (5uM) fiir 24h und 48h inkubiert. Vinculin dient zum Nachweis
gleicher Proteinmengen. Dargestellt ist ein reprasentiver Blot aus
n=2 Versuchen.
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len auf 1,1 durch die gleichzeitige Stimulation iiber 15min. Nach 60min bestatigt die
Quantifizierung das Bild der Blots. Es zeigen sich keine relevanten Verdinderungen in
der relativen Proteinmenge in dieser Zeit. Nach 24h und 48h lasst sich in der Quantifi-
zierung im Vergleich zu der Kontrolle und den mit Inositol-C2-PAF-behandelten Zellen
eine Zunahme des Transkriptionsfaktors STAT1 im Zytosol durch die Behandlung mit
[FNy erkennen. Diese Zunahme wird durch Zugabe von Inositol-C2-PAF nicht weiter
beeinflusst (Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der
STAT1-Expression in der zytosolischen Fraktion nach 15min, 60min,
24h und 48h (n=2 Versuche).
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3.2.3 Untersuchungen zum Einfluss des Phospholipids Inositol-C2-PAF auf
die Verteilung des Transkriptionsfaktors STAT1 im Zellkern

Um zu untersuchen, ob Inositol-C2-PAF moglicherweise einen Einfluss auf die Translo-
kation des Transkriptionsfaktors STAT1 hat, wurde eine Kern-/Zytosol-Fraktionierung
von den Zellen, die tiber 15min, 60min, 24h und 48h mit IFNy (10ng/ml) und 5uM
Inositol-C2-PAF behandelt wurden, durchgefiihrt und mittels Western Blotting ana-
lysiert. Zur Uberpriifung der Reinheit der Kern-/Zytosol-Trennung wurde die Kern-
fraktion auf Anwesenheit von Vinculin, einem zytosolischen Protein getestet. Der
Kernmarker p300 ist in den Versuchen nicht mitgefiihrt worden, da andere Antikorper
ausgetestet wurden, die auf der Héhe des Kernmarkers liefen. Ein Fehlen der Vinculin-
bande dient in diesem Fall als Kontrolle. In den Western Blot-Versuchen nach 15min
und 60min lasst sich kein Unterschied in der Signalintensitat durch die Stimulation
mit Inositol-C2-PAF im Vergleich zu den Kontroll-Zellen erkennen. Es zeigt sich aller-
dings jeweils eine starke Abnahme der Expression des Transkriptionsfaktors STAT1
im Zellkern bereits nach Stimulation iiber 15min bzw. 60min durch Zugabe von IFNy

(Abbildung 3.28).
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Abbildung 3.28: Die STAT1-Expression in der nukledren Fraktion in HaCaT-Zellen
im Western Blot-Versuch nach 15min und 60min. Die HaCaT-Zellen
wurden mit IFNy (10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von
Inositol-C2-PAF (5uM) fiir 15min und 60min inkubiert. Vinculin
dient als zytosolisches Protein dem Nachweis der Reinheit der nu-
kledren Fraktion. Dargestellt ist ein reprasentiver Blot aus n=2 Ver-
suchen.
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Nach 24h und 48h erkennt man bereits nur durch die Zugabe von Inositol-C2-PAF eine
Abnahme der Expression im Zellkern im Vergleich zur Kontrolle. Durch die Stimulation
mit [FNy steigt diese wiederum an. Durch die gleichzeitige Gabe von IFNy und Inositol-
C2-PAF kommt es hier erneut zu einer deutlich sichtbaren Abnahme der Expression
nach 24h. Sie stellt sich allerdings, trotz erneuter Zugabe des Zytokins IFNy (10ng/ml)
nach einer weiteren Stimulation iiber 24h nicht weiter dar (Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.29: Die STAT1-Expression in der nukledren Fraktion in HaCaT-Zellen im
Western Blot nach 24h und 48h. Die HaCaT-Zellen wurden mit IFNy
(10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (5uM)
fiir 24h und 48h inkubiert. Vinculin dient als zytosolisches Protein
dem Nachweis der Reinheit der nukledren Fraktion. Dargestellt ist
ein reprasentiver Blot aus n=2 Versuchen.

Die Quantifizierung der STAT1-Signale zeigt nach 15min Inkubation eine gleichblei-
bende relative Proteinmenge durch die Zugabe von Inositol-C2-PAF im Vergleich zur
Kontrolle. Die alleinige Stimulation mit IFNy hebt diese deutlich an - von 1,0 auf 3,0.
Durch die gleichzeitige Stimulation mit IFNy und Inositol-C2-PAF kommt es zu einer
deutlichen Abnahme der relativen Proteinmenge des Transkriptionsfaktors STAT1 von
3,0 auf 1,8 - um fast 50%. Nach 60-miniitiger Inkubation kommt es allerdings zu
einem Anstieg der relativen Proteinmenge durch Behandlung mit Inositol-C2-PAF im
Vergleich zur Kontrolle. Die Abnahme der Expression im Zellkern durch gleichzeitige
Stimulation mit IFNy und Inositol-C2-PAF ist hier ebenfalls deutlich sichtbar. Die

relative Proteinmenge fallt von 2,4 auf 1,5. Auch nach 24h erkennt man im Vergleich
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zu den Kontroll-Zellen ein Anstieg der relativen Proteinmenge behandelt man die
Zellen lediglich mit Inositol-C2-PAF. Behandelt man die Zellen nur mit [FNy wird
dieser Anstieg noch deutlicher- die relative Proteinmenge steigt von 1 auf 2,5. Nach
Stimulation mit IFNy und Inositol-C2-PAF ist der Abfall der Expression im Zellkern
besonders stark, um mehr als 50% - von 2,1 relativer Proteinmenge auf unter 1,0.
Nach 48h kommt es trotz erneuter Zugabe von IFNy (10ng/ml) nach den ersten 24h
zu einer minimalen Zunahme der Expression im Zellkern des Transkriptionsfaktors
von 0,5 relativer Proteinmenge auf 0,9 (Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.30: Quantifizierung der Western Blot-Versuche zum Nachweis der
STAT1-Expression in der nukledren Fraktion nach 15min, 60min,
24h und 48h (n=2 Versuche).

Tragt man die relative Proteinmenge des Zytosols im direkten Vergleich zum Zellkern
auf, so zeigt sich bei der Stimulation tiber 15min durch Zugabe von IFNy eine beim
Zellkern sehr starke Zunahme der relativen Proteinmenge des Transkriptionsfaktors
STAT1, die allerdings durch die gleichzeitige Zugabe von Inositol-C2-PAF stark re-
duziert wird. Einen &hnlich starken Effekt sieht man ebenfalls bei der Stimulation
tiber 60min. Im Verlauf der Stimulation tiber 24h nimmt der Effekt etwas ab (Abbil-
dung 3.31) und ist nach 48h kaum noch sichtbar.
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Abbildung 3.31: Die quantifizierte zytosolische und nukledre Fraktion der STAT1-
Expression der Western Blot- Versuche nach 15min, 60min, 24h und
48h (n= 2 Versuche).

3.2.4 Der Einfluss des Phospholipids Inositol-C2-PAF auf die Lokalisation
des Transkriptionsfaktors STAT1 mittels indirekter

Immunfluoreszenz-Analyse

Fir die Immunfluoreszenz- Analyse wurden die humanen Keratinozyten im subkonflu-
enten Zustand analysiert. Die Konzentration von Inositol-C2-PAF wurde mit 2,5uM
etwas niedriger gewahlt, da nach Austestung zu viele Zellen nach 24h auf dem Objekt-
trager verstarben. Die IFNy-Konzentration wurde bei 10ng/ml belassen, da in den
Western Blot-Versuchen hier bereits Effekte auf die Lokalisation des Transkriptions-
faktors STAT1 innerhalb der Zelle sichtbar wurden.

Abbildung 3.32 zeigt die Lokalisation des Transkriptionsfaktors STAT1 (griin) inner-
halb der Zelle nach Stimulation tiber 24h.

Die blaue Farbung zeigt den Zellkern und die rote Farbung stellt das F-Aktin-Zyto-
skelett dar. Wahrend unter Kontrollbedingungen STAT1 gleichméfig innerhalb der
gesamten Zelle verteilt ist, ist STAT1 in Inositol-C2-PAF-behandelten Zellen nur au-
Berhalb des Zellkerns zu beobachten. Die Stimulation mit IFNy verstidrkt wiederum
die Kernlokalisation von STAT1. Die gleichzeitige Behandlung mit Inositol-C2-PAF
reduziert die Lokalisation von STAT1 im Zellkern. Die Struktur des Zellkerns und des

F-Aktin-Zytoskeletts sind nach den jeweiligen Behandlungen unveréndert.
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Abbildung 3.32: Die Expression von STAT1 in HaCaT-Zellen im indirekten
Immunfluoreszenz-Versuch nach 24h. Die Zellen wurden mit IFNy
(10ng/ml) und in An- und Abwesenheit von Inositol-C2-PAF (2,5uM)
fir 24h inkubiert. Dargestellt ist eine repriasentative Aufnahme aus
n=3 Versuchen.



4 Diskussion

Die Psoriasis vulgaris ist eine chronisch entziindliche Erkrankung der Haut, die mehr
als 2% der deutschen Bevolkerung betrifft (Augustin et al. (2010)) und die bis heu-
te als nicht heilbar gilt. Das oftmals schwere klinische Bild mit geréteten und stark
schuppenden Entziindungsherden an den fir die Psoriasis vulgaris typischen Préadi-
lektionsstellen fithren oftmals zu einem hohen Leidensdruck der Patienten. Das er-
hoht wiederum den Druck und das wirtschaftliche Interesse, weiter nach alternativen
Behandlungsoptionen zu forschen. In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss des
Phospholipidanalogons Inositol-C2-PAF auf Signalmolekiile, die in verschiedenen Stu-
dien fir den Krankheitsverlauf der Psoriasis vulgaris als wichtige Zielstrukturen be-
schrieben wurden, untersucht werden. Hierzu gehoren der Transkriptionsfaktor NFxB,
sein Regulatormolekiil IkBa und dessen phosphorylierte Form pIkBo. Weiterhin wur-
de in diesem Zusammenhang der Transkriptionsfaktor STAT1 untersucht. In Vorar-
beiten konnte mithilfe Genom-weiter Mikroarray-Analysen gezeigt werden, dass das
synthetische Phospholipid einen Einfluss auf die mRNA-Expression NFkB-abhéngiger
Gene hat und die Expression von STAT1 inhibiert (Semini et al. (2011b, 2014a)).
Als Modellsysteme fiir die durchgefithrten Untersuchungen dienten humane entziindli-
che 2D-Zellkultursysteme, die aus immortalisierten humanen Keratinozyten aufgebaut

wurden.
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4.1 Die Western Blot-Methode als Nachweismethode zur
Beurteilung der Wirkung von Inositol-C2-PAF in humanen

Keratinozyten

Bereits im Jahre 1979 wurde das Imunoblotting, mit dem Transfer von Proteinen aus
einem Gel auf die Nitrozellulosemembran, durch Towbin und seinen Mitarbeiten entwi-
ckelt (Towbin et al. (1979)) und wird bis heute als Standardmethode in der Diagnostik
und Forschung angewandt. Die Western-Blot-Methode hat den Vorteil, dass durch die
vorgeschaltete Gel-Elektrophorese eine Trennung des Proteingemisches nach Grofe,
Ladung und/oder Konformation erfolgt. So lassen sich ganz bestimmte relevante Pro-
teine detektieren, die sich mithilfe eines zuséatzlich aufgetragenen Proteinmarkers, der
ebenfalls aufgetrennt wird und dadurch die genaue Zuordnung ermoglicht, ermitteln
lassen. Das Ubertragen der aufgetrennten Proteine wihrend des Blotten auf eine Ni-
trozellulosemembran stellt einen weiteren Vorteil dar, da man das Ergebnis auf einer
festen gut zu verarbeiteten Unterlage hat. Zudem kann man parallel dazu eine Semi-
quantifizierung vornehmen. Im Vergleich zu einer mitgefithrten Ladekontrolle, 148t sich
die Starke der Banden auf der Membran untereinander vergleichen. Zusammen mit der
doch hohen Empfindlichkeit und Spezifitdt erhielt die Methode in dieser Arbeit zum
Nachweis der obergenannten Proteine, nach einer ausfiihrlichen Einarbeitung durch
erfahrenes Laborpersonal, zu Beginn der Versuche einen sehr hohen Stellenwert. Im
Verlauf der Durchfiihrungen zeigten sich leider grole Schwankungen in den Ergebnis-
sen der einzelnen Experimente im Vergleich. Das spiegelte sich zudem an den hohen
Fehlerbalken der Ergebnisse wider und minimierte damit die hohe Sensitivitat des
Tests.

4.2 Die Wirkung von Inositol-C2-PAF auf humane

Keratinozyten in vitro

Inositol-C2-PAF, ein glykosidiertes Phospholipid und ein Vertreter der Alkylphos-
pholipide, zeigt einen inhibitorischen Effekt auf die Proliferation von humanen
Keratinozyten in wvitro (Mickeleit et al. (1995, 1998)). Es wirkt sehr effizient
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bei geringer Zytotoxizitdt (Fischer et al. (2006)). Dabei steigert es die ter-
minale Differenzierung und hemmt gleichzeitig die Motilitdt der Keratinozyten
(Fischer et al. (2006), Semini et al. (2011a)). Im Gegensatz zu den konventionellen
Zytostatika schadigen derartige Molekiile nicht die DNA sondern interkalieren und
akkumulieren in der Zellmembran (Eibl (1990)) und fihren damit zu Verdnderungen
in der Membranfluiditat und zur Stérung von Signalkaskaden Jiménez-Loépez et al.
(2002), Berkovic et al. (2002). Das wiederum beeinflusst die Bildung und die Aktivi-
tat von Transkriptionsfaktoren (Gajate (2002), Mollinedo et al. (2004)). Eine Vielzahl
anderer Arbeiten zeigt, dass synthetische Phospholipide, wie Edelfosin® und Milte-
fosin® den MAP-Kinase und PI3K-/Akt-Weg inhibieren kénnen (Zhou et al. (1996),
Gajate et al. (1998), Ruiter et al. (1999, 2001, 2003), Samadder et al. (2004)). Fir
das synthetische Phospholipid Inositol-C2-PAF konnte in Vorarbeiten gezeigt werden,
dass es die Transkription von Genen inhibiert, die im Zusammenhang mit der angebo-
renen und adaptiven Immunantwort stehen und an Entziindungsreaktionen beteiligt
sind. Vieler dieser durch Inositol-C2-PAF reduzierten Transkripte sind mafigeblich an
der Entstehung chronisch entziindlicher Hauterkrankungen, wie der Psoriasis vulga-
ris beteiligt (Semini et al. (2011a)). Dazu gehoéren unter anderem Chemokine und
Zytokine, wie CCL2 und IL-6, antimikrobielle Peptide, wie S100, A7, A8 und A9
und MHC-Molekiile (Semini et al. (2011b, 2014a)). Dartiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Expression des Transkriptionsfaktors STAT3 leicht herunterreguliert
wird, dessen Phosphorylierung aber signifikant durch Inositol-C2-PAF reduziert wird
(Stricker (2019)). Aufgrund seiner Rolle als sogenannter Biological-Response-Modifier
(Semini et al. (2014a)) sollte der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf weitere entziin-
dungsrelevante Signalkaskaden und damit auf die schon oben genannten NFxB- und
STAT1-Signalwege ausgeweitet werden. Beide spielen ebenfalls eine tragende Rolle
am Erhalt des Krankheitsgeschehens der Psoriasis vulgaris (van der Fits et al. (2004),
Eriksen et al. (2005), Récz et al. (2011), Goldminz et al. (2013), Moorchung et al.
(2013)).
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4.3 Die Wirkung von IL-6 und Inositol-C2-PAF auf die Aktivitat
von NFxB p50/p105 in humanen Keratinozyten

Bevor die Versuche durchgefiithrt wurden, wurde die Wirkung der Zytokine TNFa, IL-
1B, OSM und IL-6 in der Konzentration von 10ng/ml in Bezug auf die Proteinexpressi-
on von NFkB p105/p50 in humanen Keratinozyten mithilfe der Western Blot-Analyse
ausgetestet. Dabei stellte sich heraus, dass IL-6, im Vergleich zu den anderen getes-
teten Zytokinen einen minimal stédrkeren Einfluss auf die Expression der pl105- bzw.
p50- Untereinheit des Transkriptionsfaktors NFkB hat. Dieser Effekt war unerwartet,
da das Zytokin IL-6, anders als TNFa, nicht zu den klassischen NFkB-aktivierenden
Zytokinen zahlt. Insgesamt findet man zu diesem Thema nur wenige Arbeiten. Dieses
Ergebnis korreliert jedoch mit einer Arbeit, in der gezeigt werden konnte, dass IL-6 in
intestinalen Epithelien den Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert. Diese Daten weisen
darauf hin, dass IL-6 nicht nur durch die aktivierte Gentranskription des Transkrip-
tionsfaktor NFkB im Zellkern vermehrt gebildet wird (Wang et al. (2003)), sondern
umgekehrt auch in der Lage ist NFkB zu aktivieren. Moglicherweise miissen TNFa
und IL-1B in diesem in vitro Testsystem in hoheren Konzentrationen im Vergleich zu
IL-6 eingesetzt werden, um den Transkriptionsfaktor NFkB p105/p50 zu aktivieren.
Neben den genannten, gibt es knapp 200 weitere beschriebene Faktoren (Pahl (1999),
Harden et al. (2015)), die wichtige Hauptakteure bei der Expression und der Akti-
vierung des kanionischen NFxB-Weges darstellen, die moglicherweise noch deutlichere
Aktivierungssignale in Bezug auf den NFkB-Weg gegeben héatten. Die Wahl fiel den-
noch auf IL-6, um dem oben beschriebenen Effekt detaillierter nachzugehen. Um den
Einfluss von Inositol-C2-PAF auf den Transkriptionsfaktor NFxB p105/p50 in huma-
nen Keratinozyten zu untersuchen, wurde durch die genannte Stimulation mit IL-6
in vitro ein Entziindungsgeschehen innerhalb der Zelle simuliert und mittels Western
Blotting sowie der Immunfluoreszenz-Analyse untersucht. In dem Versuch der Kurz-
zeitstimulation mit der NFxB-Untereinheit p105 zeigt sich bereits nach 15min eine
vermehrte Expression durch die Stimulation mit IL-6. Diese klingt allerdings nach
24h bzw. 48h ab und ist dann nicht mehr nachweisbar. Die Untersuchung der NFxB
p50-Untereinheit zeigt ein umgekehrtes Bild. Hier hat die Stimulation mit IL-6 iiber

15min und 60min keinen Einfluss auf die Expression von NF«kB p50, aber nach einer



4 Diskussion 75

Stimulation iiber 24h und 48h kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Signalinten-
sitat. In den jeweiligen Fraktionierungen von Zytosol und Zellkern zeigt sich wiederum
ein ganz anderes Ergebnis mit einem Anstieg in der zytosolischen Fraktion von NFxB
p105 nach 24h und einer gleichbleibenden Proteinmenge in der zytosolischen und nu-
kledren Fraktion der NFxB p50-Untereinheit nach einer Stimulation iiber 24h. Diese
Ergebnisse sind schwer zu interpretieren, da mogliche Erklarungsansatze fiir diese Er-
gebnisse in der Literatur schwer zu finden sind. Wie oben bereits erwéhnt ziahlt 1L-6
nicht zu den Hauptakteuren in der Aktivierung von NFxB. Dennoch kann allgemein
festgestellt werden, dass durch die Stimulation mit IL-6 initial aus dem Vorlaufer-
protein NFxB p105/p50, die aktive, zur DNA-Bindung befahigten Form p50 entsteht.
Daher miissten nach der Kurzzeitstimulation innerhalb der Zelle eine verminderte Pro-
teinmenge von pl05 und eine erhohte Proteinmenge p50, zu finden sein. Da das p50
als aktive Komponente in den Kern transloziert und dort wie bereits erwdhnt an die
DNA bindet, miisste es auch dort vermehrt zu finden sein. Fiir die Ergebnisse der
langeren Stimulationszeiten tiber 24h und 48h in den einfachen Solubilisaten und den
Fraktionierungen von Zytosol und Zellkern kénnte die Halbwertszeit des Zytokins IL-
6 eine mogliche Erkldrung darstellen. Diese liegt bei wenigen Sekunden bis Minuten.
Daher wurden die Zellen in der Langzeitstimulation tiber 48h, nach Ablauf der ersten
24h erneut mit IL-6 10ng/ml stimuliert. Dennoch kann man davon ausgehen, dass die
Wirkung des Zytokins gerade in den Versuchen der Langzeitstimulation tiber 24h und
48h, trotz der erneuten Stimulation nach 24h, eventuell nicht ausreichend tiber den ge-
samten Stimulationszeitraum war und man eindeutigere Ergebnisse durch Verkiirzung
der Stimulationszeiten erhalten hatte. NF«kB ist als Transkriptionsfaktor mafigeblich
an der Transkription proinflammatorischer Zytokine, Adhéasionsmolekiile, Chemokine,
Enzyme und immunologischer Rezeptoren beteiligt und damit einer der wichtigsten
Regulatoren von Entziindungs-, Apoptose- und Differenzierungsprozessen (Duh et al.
(1989), Kaltschmidt et al. (1993), Pahl (1999), Ahn (2005), Gupta et al. (2010a,b)).

Die Studien von (Lowes et al. (2007)) und (Goldminz et al. (2013)) zei-
gen eine Korrelation zwischen der Aktivierung von NFxB und dem Aus-
bruch der Psoriasis wvulgaris. Auch andere Autoimmunerkrankungen, wie chro-
nische Darmerkrankungen (Ardite et al. (1998)) und der autoimmunen Enze-
phalomyelitis (Kaltschmidt et al. (1994)) zeigen ebenfalls eine Beteiligung von
NF«B an deren Pathogenese. Bei Erkrankungen wie Asthma (Barnes (1996)), rheuma-
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toider Arthritis (Asahara et al. (1995)) und Multipler Sklerose (Gveric et al. (1998),
Bonetti et al. (1999)) gibt es ebenfalls Hinweise auf die Beteiligung dieses Transkrip-
tionsfaktors. Diese Beobachtungen, konnten bereits fiir erste therapeutische Ansétze
benutzt werden (Verma (2004), Goldminz et al. (2013)), indem die unterschiedlichs-
ten NFkB-spezifischen Signalkaskaden blockiert werden kénnen (Verma (2004), Kumar
et al. (2004)). Dabei stellen folgende Angriffspunkte in der NFxB-Signalkaskade eine
Therapieoption dar (Verma (2004), Kumar et al. (2004)):

1. Inhibition der IKK-Aktivitat
2. Stabilisierung der IxB-Proteine durch Proteasomblockade

3. Blockade der nuklearen Translokation der NFxB-Dimere

4. Direkte Inhibition der DNA- Bindungsaktivitét

Viele Arbeiten haben sich bereits mit der Austestung verschiedenster Wirkstoffe/In-
hibitoren auf die NFxB-Signalkaskade beschéftigt. So konnte bereits die Inhibition
von NF«kB durch Benzothiophen-2-yl-3-bromo-5-hydroxy-5-Hydrofuran-2-one (BTH),
als Therapieoption in der Behandlung der Psoriasis in vivo und in vitro gezeigt wer-
den (Andrés et al. (2013a)). BTH ist in der Lage die Freisetzung wichtiger Zytokine
(TNFa, IL-8 und IL-6), die fiir den Erhalt und Ausbruch der Psoriasis vulgaris von
entscheidender Bedeutung sind, zu inhibieren und fithrt damit zu einer verminder-
ten Aktivitdt von NFxB (Andrés et al. (2013a)). Auch Chondroitinsulfat, ein Ver-
treter der natiirlichen Glykosaminoglykane, konnte die NF«kB-Aktivierung in wvitro
durch eine verminderte Freisetzung der oben genannten Zytokine unterbinden (An-
drés et al. (2013b)). Thiosalicylate zeigen ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf
die NFkB Aktivierung in psoriatischer Haut in Tiermodellen. Anders als BTH und
Chondroitinsulfat verhindern sie die Bindung von NF«B an die DNA (Amig6 et al.
(2007)). Neben der angesprochenen direkten NFkB-Blockade stellt auch die indirekte
Blockade von NF«kB eine erfolgversprechende Alternative dar. Durch erhéhte TNFo-
Konzentrationen kommt es zu einer Steigerung der NFkB-Aktivitat. Dementsprechend
verbessert die TNFa-Blockade in der Behandlung der Psoriasis vulgaris (Lizzul et al.
(2005), Gottlieb et al. (2005)) das entziindliche Erscheinungsbild der Haut und redu-
ziert die gesteigerte proliferative Aktivitdat und ausgepriagte Verhornung durch die ge-

storte Ausreifung der Keratinozyten. In der vorliegenden Arbeit sollte gezeigt werden,
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ob das Phospholipidanalogon Inositol-C2-PAF, welches auch anti-inflammatorisches
Potential besitzt (Semini et al. (2014a)) und in zwei komplementéren Mausmodellen
psoriatische Symptome stark reduziert (Forkel et al. (2014)), seine Wirkung eben-
falls iiber den Transkriptionsfaktor NF«kB entfaltet, da in Genom-weiten Analysen
gezeigt werden konnte, dass durch das synthetische Phospholipid NFxB-abhangige
Gene herunterreguliert werden (Semini et al. (2011a, 2014a)). Dabei wurde sich auf
die Expression der p105-Untereinheit beschréankt, die durch proteosomalen Abbau in
die p50-Untereinheit tiberfithrt wird. Weder in den einfachen Solubilisaten noch aus
Kern- und Zytosol-Fraktionen ist ein Einfluss von Inositol-C2-PAF auf den Transkrip-
tionsfaktor NFkB p105/p50 mittels Western Blot-Analyse identifizierbar. Auch in der
Immunfluoreszenz-Analyse, die als zweite Methode herangezogen wurde, lie8 sich kein
klarer Effekt auf die Lokalisation von NFkB p105/p50 innerhalb der Zelle zeigen.
Sie stiitzen somit die Ergebnisse der Western Blot-Versuche. Demnach wurden kei-
ne weiteren Versuche im Anschluss durchgefiihrt, um den moglichen Angriffspunkt
von Inositol-C2-PAF am NFkB zu ermitteln. Fir validere Ergebnisse und auch fiir
das Berechnen statistischer Werte miissten die Versuche haufiger, mindestens aber
dreimal, durchgefithrt werden. Zudem héatten auch die anderen moglichen Unterein-
heiten von NFxB zur Austestung kommen miissen, um eine eindeutige Aussage tiber
die Wirkung von Inositol-C2-PAF innerhalb der Signalkaskade des Transkriptions-
faktors NFkB treffen zu kénnen. Ein Grund fiir die fehlende oder eventuell nicht
sichtbare Wirkung kénnte sein, das Inositol-C2-PAF an einer anderen Stelle innerhalb
der Signalkaskade von NF«xB angreift. Dafiir hatte der Nachweis eines Endproduktes
bzw. eines von NF«kB transkribierten Proteins erfolgen miissen. Da die Immunantwort
einen fein abgestimmten und komplex regulierten Prozess darstellt, sollten neben der
Betrachtung der einzelnen Transkriptionsfaktoren auch die Interaktionsmoglichkeiten
der Signaltransduktionskaskaden diskutiert werden. So kann es in Tumorzellen zu ei-
nem Zusammenspiel zwischen den Transkriptionsfaktoren NFxB und STAT3 kommen.
Durch die physiologische Interaktion zwischen Rel A, eines der Mitglieder der NFkB-
Familie, und STAT3 kommt es zu einer modifizierten Transkriptionsaktivitit der eben
genannten (Yu et al. (2002), Lee et al. (2009)). Zudem fithrt die Aktivierung beider
Signalkaskaden zu einer gesteigerten Expression von Zytokinen, wie IL-6. Dieses kann
wiederum iiber Feedback-Mechanismen zu einer Interaktion auf die Aktivierung von

NF«B und STAT3 fihren (Grivennikov (2008, 2010)). Die Wirkung von Inositol-C2-
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PAF wire in diesem Fall womdoglich nicht stark genug gewesen. Dies kann im Rahmen
der vorgestellten Analysen durchaus eingetreten sein. Detailliertere Untersuchungen,
in denen zuséatzlich spezifische Inhibitoren eingesetzt werden, die die angesprochene
Interaktion verhindern, wiirden hier weiteren Aufschluss geben. Zudem kann NFxB
seine eigene Transkription regulieren und steigern. Liegt bereits aktives NFxB im
Zellkern vor, so wird die Transkriptionsrate der Gene fiir die Proteine c-Rel, Rel B
und pl05, nicht aber die von p65, deutlich erhoht (Ueberla et al. (1993)). Es konn-
te gezeigt werden, dass sich in den Promotoren dieser Gene NFxB-Bindungsstellen
befinden (Ruben et al. (1991), Ryseck et al. (1992), Ten et al. (1992)). Das Gleiche
gilt fur das IkBo-Gen (Sun et al. (1993)). Demnach kénnte eine positive Wirkung
von Inositol-C2-PAF durch eine gesteigerte Autoregulation von NF«kB ebenfalls nicht
nachweisbar sein. Auch wenn Inositol-C2-PAF eine positive Wirkung auf NFxB gehabt
hétte, gilt es zu hinterfragen, ob die gezielte NFkB-Blockade als langfristige Therapie
generell einen therapeutischen Mehrwert mit sich bringt, da der Transkriptionsfak-
tors NFxB eine zentrale Rolle sowohl in entziindlichen und apoptotischen Prozessen
als auch bei Differenzierungsvorgangen inne hat. Es konnte in Tiermodellen gezeigt
werden, dass es generell durch Blockade von NF«kB zu schweren teratogenen Erkran-
kungen und es zu einer erhohten Anfélligkeit gegeniiber opportunistischen Infektionen
kommt (Lavon et al. (2000)). Trotz der Hinweise auf viele Nebenwirkungen, die die
Blockade von NF«kB mit sich bringen kénnte, eréffnet diese Behandlungsform dennoch

neue therapeutische Moglichkeiten.

4.4 Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Lokalisation von

l«kBat und plkBa in humanen Keratinozyten

IkBa liegt innerhalb der Zelle gebunden an NF«B vor und hélt es so bis zu seiner Akti-
vierung im inaktiven Zustand. AuBere Stimuli fiihren dazu, dass das an NFxB gebunde-
ne IxBa an Ser32 und Ser36 und das IkBp an Ser19 und Ser23 polyubiquitinyliert und
durch das 26S-Proteasom degradiert wird (Beg (1993), Courtois (2000)). Gleichzeitig
mit der damit verbundenen Aktivierung von NFxB setzt mit zeitlicher Verzogerung
zudem die NFkB-abhangige Neusynthese von IxkBa ein, das in den Zellkern wandert.

Das aktive NFkB wird von der DNA gelost und gebunden an IxBa in das Zytoplas-
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ma zuriicktransportiert (Arenzana-Seisdedos et al. (1995), Ghosh (2008)). Dadurch
wird ein Uberschiefen der Reaktion verhindert und man spricht von einer negativen
Feedback-Hemmung. Die NFkB-/IxB-Reakkumulation, ebenso wie die kB-abhéingige
Transkription von NF«kB-Proteinen fithrt zur Bildung induzierbarer Komplexe, die
nach erneuter Stimulation aktiviert werden kéonnen. C-Rel-haltige Doménen sind da-
bei weniger anfillig fiir den nachtraglichen Angriff durch IxkBa. Zudem beeinflussen
sie die IkBo-Neusynthese negativ (Baeuerle (1994)). Durch die gleichzeitige Stimu-
lation mit IL-6 und Inositol-C2-PAF tber 24h lie} sich signifikant beobachten, dass
vermehrt IkBa innerhalb der Zelle nachweisbar ist, im Vergleich zur alleinigen Stimu-
lation mit IL-6 und zur Kontrolle (p<0,05). Uber 48h ist die vermehrte Expression
von IkBa sogar hochsignifikant mit p<0,01 auch wieder im Vergleich zur Kontrolle.
Dies konnte ein erster Hinweis darauf sein, das Inositol-C2-PAF nicht direkt die Frei-
setzung von NFkB hemmt, sondern indirekt tiber die vermehrte Bildung von IxBa
wirkt, das den aktivierten Transkriptionsfaktor wie oben beschrieben von der DNA
16st und in das Zytoplasma zuriicktransportiert oder die Vermutung aufkommen, dass
das vermehrt gebildete IxBa den Transkriptionsfaktor NFkB in seinem inaktiven Zu-
stand halt. Gleichzeitig kommt es allerdings auch zu einer vermehrten Bildung von
phosphoryliertem IxBa in der Zelle, das dadurch auf den Abbau vorbereitet wird und
aktiviertes NF«kB freisetzt. Die phosphorylierte Form von IkBa ist innerhalb der Zelle
nur kurzzeitig stabil und somit kaum bzw. nur kurz nachweisbar. Zur genauen Bestim-
mung von plkBa hiatte man einen Proteasominhibitor hinzuftigen miissen z.B. MG 132.
Damit hétte der Abbau im Proteasom von IkBo unterbunden werden kénnen. Auch
die Stimulationszeiten hétten dafiir wesentlich kiirzer gewahlt werden miissen als 24h.
Demnach entspricht das gezeigte Ergebnis des Phosphorylierungszustands von IxkBa
der Stimulation iiber 24h nur noch einem Bruchteil von dem zu erwartendem Ergebnis
der eigentlich durchzufithrenden Kurzzeitstimulation. Um den Einfluss von IL-6 auf
die Phosphorylierung von IkBa eingehender darzustellen, und auch fiir das Berechnen
statistischer Werte, miissten die Versuche erneut, also insgesamt mindestens dreimal,
durchgefithrt werden. Das zeitliche Intervall war dafiir allerdings insgesamt zu kurz

gewdahlt.
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4.5 Der Einfluss von IFNy und Inositol-C2-PAF auf STAT1 in
humanen Keratinozyten im Western Blot-Versuch und der

Immunfluoreszenz-Analyse

Die Psoriasis vulgaris ist, wie andere chronisch entziindliche Hauterkrankungen, ge-
kennzeichnet durch ein Infiltrat aktivierter T-Lymphozyten, die durch die Freisetzung
von Botenstoffen in der Lage sind die Immunfunktion residienter Hautzellen zu be-
einflussen (Bos (1999), Cavani et al. (2001), Girolomoni et al. (2001)).

Da IFNy weitgehend nur durch T-Zellen und natiirliche Killerzellen gebildet wird, stellt
es einen der starksten Aktivatoren proinflammatorischer Funktionen in Keratinozyten
dar. Diese bilden dann durch die [FNy-Stimulation wiederum eine Vielzahl von Chemo-
und Zytokinen und kénnen so die unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen in der
Haut steuern (Albanesi et al. (1999, 2000, 2001)).

Diese oben beschriebene Wechselwirkung ist einer der Hauptgriinde fiir die Verstar-
kung der Hautentziindung wahrend immunvermittelter Hauterkrankungen. Ein weite-
rer

Grund fiir den Einsatz von IFNy in den gemachten Tests ist, das IFNy neben den inter-
leukinartigen Zytokinen, wie IL-6, IL-11 und OSM zu den Hauptaktivateuren des JAK-
STAT-Signalweges gehort (Igarashi et al. (1994), Sakatsume et al. (1995)). Uber den
JAK-STAT-Signalweg ist der Transkriptionsfaktor STAT1 an der Regulation der Zell-
entwicklung, Wachstumskontrolle und der Homdoostase beteiligt und spielt neben NFxB
ebenfalls eine grofie Rolle in der Erhaltung der Psoriasis (Hald et al. (2013)).
IFNy-Signale aktivieren tiber spezifische membranstandige Rezeptoren rezeptorassozi-
ierte intrazelluldre Janus-Kinasen, die wiederum spezifische Tyrosinreste des Rezep-
tors phophorylieren kénnen. Die STAT1-Monomere konnen darauthin an ihrer SH-
Doméne an den phosphorylierten Tyrosinrezeptor binden und werden ebenfalls durch
die Janus-Kinasen phosphoryliert und es kommt zur Dimerisierung zweier pSTAT-
Molekiile. Durch die Bildung des Dimers kommt es zur Ausbildung eines nukledren
Lokalisationssignals (NLS), welches unmittelbar zur Translokation des Dimers in den
Zellkern fithrt und dort gezielt die Genexpression initiiert. Uber eine spezifische DNA-
Bindungsdoméne erkennen die meisten Dimere ein etwa 8-10 basenpaarlanges DNA-
Element und erhdhen so ihre Transkriptionsrate (Decker et al. (1991), Darnell (1997),
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Leonard (2001)). In der vorliegenden Arbeit ging es darum den Einfluss des Phos-
pholipids Inositol-C2-PAF auf die STAT1-Expression und -Lokalisation zu untersu-
chen. Generell konnte in Vorarbeiten bereits eine Wirkung des Phospholipids auf Mit-
glieder der STAT-Familie beschrieben werden. So wird die mRNA-Expression von
STAT1 durch Inositol-C2-PAF gehemmt (Semini et al. (2011a, 2014a)). Die Expres-
sion des Verwandten STAT3 wird nur geringfiigig reduziert, allerdings ist hier eine
signifikante Hemmung der Phosphorylierung durch Inositol-C2-PAF zu beobachten
(Stricker (2019)). Aus den Solubilisaten ist nach keinem der untersuchten Zeitpunkte
ein klarer Effekt auf die STAT1-Expression zu beobachten. Man sieht nach den l&n-
geren Inkubationszeiten lediglich eine Erhohung der STAT1-Expression durch IFNy,
was nach oben erwahnter Literatur auch durchaus plausibel ist. Inositol-C2-PAF hat in
diesen Experimenten keinen Einfluss auf die Expression. Dies steht im Widerspruch zu
Daten, die in zwei unabhéngigen Mikroarray-Analysen erhoben wurden und zeigten,
dass die Menge der STAT1-mRNA um ca. 50% nach Inositol-C2-PAF-Inkubation redu-
ziert wird (Semini et al. (2011a, 2014a)). Die Quantifizierung der Western Blots zeigt
jedoch, dass alle Werte mit sehr hohen Fehlern behaftet sind, so dass fiir eindeutigere
Ergebnisse und auch fiir das Berechnen statistischer Werte die Versuche in hoéherer
Anzahl, aber mindestens dreimal, durchgefiihrt werden miissten. Um detaillierte Ein-
blicke in die Wirkung von Inositol-C2-PAF zu bekommen, wurden zusétzlich bioche-
mische Kern-/Zytosol-Fraktionierungen durchgefithrt. Mithilfe dieses Verfahrens und
dem anschlieendem Nachweis von STAT1 im Western Blot zeigte sich, dass IFNy die
Expression von STAT1 nach 24h erhoht. Einen Effekt durch Inositol-C2-PAF auf die
zytosolische STAT1-Fraktion ist in keinem der Ansétze zu beobachten. Betrachtet und
quantifiziert man die nukledren Fraktionen, so ist schon nach 15min eine Erhéhung
der STAT1-Menge im Kern durch IFNy zu verzeichnen. Die gleichzeitige Behandlung
mit Inositol-C2-PAF fiithrt zu einer Reduktion der STAT1-Menge. In ansonsten unbe-
handelten Zellen hat Inositol-C2-PAF keinen Einfluss auf die STAT1-Menge im Kern.
Nach 48h sind diese Effekte nicht mehr zu beobachten und lassen sich eventuell durch
eine Degradation des Zytokins oder durch Dekompensationsreaktionen anderer Signal-
kaskaden erklaren. Somit scheinen sowohl IFNy als auch Inositol-C2-PAF sehr schnell
auf die Translokation von STAT1 in den Zellkern zu wirken. Die Zellen miissen je-
doch mindesten eine Stunde vorher mit Inositol-C2-PAF pré-inkubiert werden, damit

die Substanz seine Wirkung entfalten kann. Dies hdangt vermutlich damit zusammen,
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dass das Phospholipid, das aufgrund seiner chemischen Struktur in die Plasmamem-
bran eingebaut wird, dort in ausreichender Menge angereichert werden muss und dann
erst Einfluss auf Signalkaskaden nehmen kann (Semini et al. (2011b)), wodurch nach-
geschaltet die Expression von Genen, die das nachfolgende Entziindungsgeschehen
in der Haut unterhalten, moduliert werden. Welche Signalmolekiile genau durch das
Inositol-C2-PAF angegriffen werden, miisste in weiterfithrenden Arbeiten untersucht
werden. Obwohl dieses Ergebnis aufgrund einer fehlenden Anzahl von Experimenten
nicht als statistisch signifikant betrachtet werden kann, wird es doch durch eine zweite
unabhéingige Analyse, die indirekte Immunfluoreszenz-Analyse, bestatigt. Hier zeigt
sich klar, dass IFNy die Lokalisation des Transkriptionsfaktors im Kern erhoht und
die Inkubation mit Inositol-C2-PAF zu einer Anreicherung des Molekiils im Zytosol
fithrt. Der JAK-STAT-Signalweg wird in vivo durch Interaktion mit anderen Proteinen
auf unterschiedliche Weise beeinflufit. Zu nennen ist hier die Familie ,, Suppressors of
Cytokine Signaling”, die sogenannten (SOCS). Sie stellen die bedeutsamsten negativ
regulierenden Gegenspieler dar (Hilton (2004)). Diese kénnen tber eine SH2-Doméne
aktivierte Zytokin-Rezeptoren erkennen und dartiber die Phosphorylierung durch die
Janus-Kinasen hemmen und so die Aktivierung von STAT-Proteinen unterbinden. Die
SOCS werden selbst von den STAT-Zielgenen kodiert und damit durch die Aktivierung
der STAT-Proteine in der Zelle transkribiert. Aufgrund dieses parallel ablaufenden
Mechanismus spricht man von einer direkten negativen Riickkopplung fiir den JAK-
STAT-Weg (Kile (2001), Krebs (2001)). Als zweite grofie Gruppe gehoren die Proteine
der , protein inhibitor of activated STAT” (PTAS) zu den endogenen Inhibitoren. Dabei
spielt vor allem das PIAS1 eine wichtige Rolle in der Blockierung von phosphorylierten
STAT1. So kann dieses nicht mehr an der DNA binden und keine Transkription initi-
ieren (Chung et al. (1997), Liu et al. (1998), Shuai (2000)). Da die STAT1-Expression
und -Aktivitdt bei Psoriasis-Patienten besonders hoch ist (Hald et al. (2013)), stellt
die Blockade der Proteine und Rezeptoren, die STAT1 aktivieren kénnen einen neuen
Ansatz in der Therapie der Psoriasis vulgaris dar. Es existieren bereits eine Viel-
zahl von Versuchen, tiber den Angriff verschiedener Inhibitoren von Proteinen des
JAK-STAT-Signalwegs die Symptome der Psoriasis zu mildern. Ein grofler Vorteil der
JAK-Inhibitoren ist, dass sie neben der oralen oder topischen Anwendung ein einfa-
ches Dosierungsregime aufweisen. Im Vergleich zu anderen Biologicals, die subkutan

oder intravends, wenn auch in gréfferen Abstdnden von Wochen bis Monaten, verab-
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reicht werden, erleichtert das fiir viele Patienten den Alltag. Dem Patienten vereinfacht
das den Umgang mit dem Medikament ohne zusétzliche Klinikaufenthalte. Der Ein-
satz topischer JAK1-/JAK2-Inhibitoren zeigt bisher gute Erfolge im Tiermodell in der
Behandlung der Psoriasis (Mesa (2010), Fridman et al. (2011)). Und auch die orale
Anwendung von JAK3-Inhibitoren hat eine dhnlich erfolgreiche Wirkung (Chang et al.
(2009), West (2009)). Die JAK-Inhibitoren sind zwar selektiv, aber leider noch nicht
spezifisch fiir jedes einzelne JAK, so dass es zu Uberschneidungen in den Interaktio-
nen zwischen den JAKs und STATs kommt. Diese benannten Interaktionen stellen
einen Nachteil dar, da so mehrere immunologische Wege innerhalb des Signalweges
beeinflusst werden. Ein weiterer Nachteil stellt zudem die Hemmung bestimmter In-
terleukine dar, wie zum Beispiel IL-2 und IL-10 die nicht primar proinflammatorisch
wirken, sondern eher eine entziindungshemmende Rolle spielen. Man kann erkennen,
dass die Wirkung der JAK-Inhibitoren noch nicht eindeutig geklért ist und in weiteren
Studien getestet werden sollten, um weitere Erkenntnisse tiber deren Wirkungsweise
zu erhalten und durch Modifikationen eine héhere Spezifikation zu erlangen (Kontzias
et al. (2012), Telliez et al. (2016), Chaplin (2017)).
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Zusammenfassung: Die Psoriasis vulgaris ist eine chronisch entziindliche Erkran-
kung der Haut, die mehr als 2% der deutschen Bevolkerung betrifft (Augustin et al.
(2010)) und die bis heute als nicht heilbar gilt. Das oftmals schwere klinische Bild mit
geroteten und stark schuppenden Entziindungsherden, an den fir die Psoriasis vul-
garis typischen Pradilektionsstellen, fithren oftmals zu einem hohen Leidensdruck der
Patienten. Das erhoht wiederum den Druck und das wirtschaftliche Interesse, weiter
nach alternativen Behandlungsoptionen zu forschen. In der vorliegenden Arbeit soll-
te der Einfluss des Phospholipidanalogons Inositol-C2-PAF auf Signalmolekiile, die
in verschiedenen Studien fiir den Krankheitsverlauf der Psoriasis vulgaris als wichti-
ge Zielstrukturen beschrieben wurden, untersucht werden. Hierzu gehéren der Tran-
skriptionsfaktor NF«kB, sein Regulatormolekiil IxkBa und dessen phosphorylierte Form
plkBa. Weiterhin wurde in diesem Zusammenhang der Transkriptionsfaktor STAT1
untersucht. Fir das synthetische Phospholipid Inositol-C2-PAF konnte in Vorarbeiten
gezeigt werden, dass es die Transkription von Genen inhibiert, die im Zusammenhang
mit der angeborenen und adaptiven Immunantwort stehen und an Entziindungsre-
aktionen beteiligt sind. Vieler dieser durch Inositol-C2-PAF reduzierten Transkripte
sind mafigeblich an der Entstehung chronisch entztindlicher Hauterkrankungen, wie der
Psoriasis vulgaris beteiligt (Semini et al. (2011a)). Eine signifikante Wirkung durch
das Inositol-C2-PAF konnte fiir den Transkriptionsfaktor NFxB p50/p105 nicht gezeigt
werden. Vielversprechender sieht es da allerdings bei seinen Regulatormolekiilen IxBa
und plkBa aus. Die signifikante Erhohung von IkBa durch Inositol-C2-PAF konnte
bedeuten, das Inositol-C2-PAF indirekt tiber diesen besagten Mechanismus den Tran-
skriptionsfaktor NFxB an seinen Aufgaben hindert. Auch auf den Transkriptionsfaktor
STAT1 scheint Inositol-C2-PAF einen positiven Einfluss zu haben. Dieses zeigte sich
sowohl im Western Blot-Versuch als auch in der Immunfluoreszenz. Die Ergebnisse
stellen allerdings nur Tendenzen dar, da die Versuche nicht ausreichend oft wiederholt
werden konnten. Trotz des nicht eindeutigen Nachweises kann man weiterhin davon
ausgehen, das Inositol-C2-PAF als Wirkstoffkandidat fiir die Behandlung chronisch

entziindlicher Hauterkrankungen, wie der Psoriasis in Betracht kommt.
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