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Abstract

Die Psoriasis stellt als chronisch entziindliche Hauterkrankung Betroffene und Behandler*innen vor
besondere Herausforderungen. Psoriatische Keratinozyten sind hyperproliferativ und weisen ein
Differenzierungsdefizit auf. Neben systemischen bestehen auch topische Therapieoptionen. Das
glykosidierte Phospholipid Inositol-C2-PAF kénnte sich fir die topische Behandlung der Erkrankung
eignen. In auf der immortalisierten Keratinozytenzelllinie HaCaT basierenden in vitro-Modellen konn-
ten antiproliferative und differenzierungsfordernde Effekte des Wirkstoffes nachgewiesen werden.
Bei murinen in vivo-Versuchen wurde die psoriatische Krankheitsaktivitat signifikant reduziert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Erkenntnisse auf primare humane Keratinozyten und Fibro-
blasten erweitert werden. Daflr wurden aus Prdputien isolierte Zellen in 2D-Monokulturen mit
aufsteigenden Konzentrationen des Wirkstoffes behandelt. Der Einfluss auf die metabolische Akti-
vitat der Zellen wurde mit dem MTT-Assay und der Effekt auf die Proteinmasse mit dem SRB-Assay
gemessen.

AuBerdem wurde eine von der Firma InSphero bereitgestellte, aus humanen primaren Keratinozyten
und Fibroblasten bestehende 3D-Kokultur charakterisiert. Durch die Gabe des proinflammatori-
schen, psoriasisrelevanten Zytokins TNFa wurde dieses 3D-Modell in einen entziindlichen Zustand
versetzt. Mit Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse wurde der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf den Dif-
ferenzierungsprozess der Keratinozyten unter entziindlichen und nicht-entzliindlichen Bedingungen
anhand der terminalen Differenzierungsmarker Keratin 1 und Filaggrin bestimmt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Wirkstoff mit steigender Inkubationszeit eine stei-
gende Potenz in der Hemmung der metabolischen Aktivitat und der Proteinmasse aufweist. Dabei
deutete sich an, dass die Proteinmasse bei niedrigen Konzentrationen des Wirkstoffes eher gehemmt
wird als die metabolische Aktivitat.

Daruber hinaus zeigte sich, dass Fibroblasten mit einer drei- bis flinffach erhdhten I1Cs eine deutlich
geringere Sensitivitdt gegenlber dem Wirkstoff aufweisen als Keratinozyten. Bei den Fibroblasten
konnte die metabolische Aktivitat in niedrigen Konzentrationsbereichen induziert werden.

Das 3D-Kokultur-Modell lie3 sich als adaquates Hautmodell mit einem dermalen und einem epider-
malen Anteil charakterisieren. Die Epidermis zeigte einen mehrschichtigen Aufbau mit Zunahme des
Differenzierungsgrades in den héheren Schichten. Es ist jedoch nicht gelungen, die Kultur mit TNFa
psoriasoform inflammatorisch zu verandern. Der Effekt von Inositol-C2-PAF auf die Kultur war durch
eine Erhohung der Differenzierungsmarker Keratin 1 und Filaggrin gekennzeichnet.

As a chronic inflammatory skin disease, the psoriasis poses challenges to both patients and prac-
titioners. Psoriatic keratinocytes are hyperproliferative and exhibit a deficit in differentiation. There
are topical as well as systemic therapies available. The glycosidated phospholipid Inositol-C2-PAF
may be suitable for topical treatment of the disease. In vitro-models based on the immortalized
keratinocyte cell line HaCaT demonstrated antiproliferative and differentiation-promoting effects of
the compound. In murine in vivo-experiments the psoriatic disease activity was significantly reduced.



In this work, these findings were extended to primary human keratinocytes and fibroblasts. Cells
isolated from foreskin were grown in 2D-monocultures and were treated in the presence of increasing
concentrations of the drug. To measure the effect on the metabolic activity of the cells the MTT-assay
was used. The influence on the protein mass was determined using the SRB-assay.

In addition, a 3D-coculture consisting of human primary keratinocytes and fibroblasts provided
by InSphero was characterized. The administration of the proinflammatory and psoriasis-relevant
cytokine TNFa induced an inflammatory state in the 3D-model. Immunofluorescence analysis of
two different markers of terminal keratinocyte differentiation, keratin 1 and filaggrin, was used to
determine the influence of Inositol-C2-PAF on the differentiation process under inflammatory and
non-inflammatory conditions.

In this work, the compound showed an increasing potency in inhibiting the metabolic activity and the
protein mass in a time-dependent manner. The protein mass was inhibited at lower concentrations
than the metabolic activity.

In addition, fibroblasts had a significantly lower sensitivity to the drug than keratinocytes which resul-
ted in a three- to fivefold increase of their ICsg. The metabolic activity of fibroblasts was induced at
low concentrations of the compound.

The 3D-coculture model was characterized as an adequate skin model with a dermal and an
epidermal portion. The epidermis showed a multilayered structure with an increase in the degree
of differentiation in the higher layers. However, TNFa failed to induce psoriasis-like inflammatory
changes in the culture. Inositol-C2-PAF induced the differentiation markers keratin 1 and filaggrin.



1 Einleitung

1.1 Die Haut als Grenzorgan des Menschen zur Umwelt

Die Haut ist ein Organ mit verschiedenen Aufgaben. Sie schirmt den Kérper vor exogenen Ein-
flissen wie Pathogenen, mechanischen Einwirkungen oder UV-Strahlung ab. Reziprok verhindert sie
den Verlust von Wasser und anderen Substanzen des Kérpers an die Umwelt. Sie ist Sinnesorgan
und aufBerdem mafgeblich an der Thermoregulation des Organismus beteiligt. Im gesellschaftlichen
Kontext hat die Haut aufgrund ihres Aussehens, ihres Geruchs und ihrer Beteiligung an affektiven
Reaktionen eine ausgepragte soziale Dimension (1).

Die Haut (Kutis) liegt der Unterhaut (Subkutis) auf. Wahrend die Subkutis aus Fett- und Bindegewebe
aufgebaut ist, besteht die Kutis aus der bindegewebsreichen Dermis und der dariberliegenden
Epidermis. In der Epidermis sind Keratinozyten der dominierende Zelltyp (2). Im Gegensatz dazu
werden die Eigenschaften der Dermis durch die dermalen Fibroblasten bestimmt, welche die

extrazallulare Matrix synthetisieren (3).

1.1.1 Zellularer Aufbau der Epidermis

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges Epithel
aus Keratinozyten unterschiedlicher Differen-
zierungsgrade (Abbildung 1). Die proliferativen
Stammzellen sind ausschlieBlich in der unters-
ten Schicht, dem Stratum basale, vorhanden.
Von dort beginnt der Differenzierungspro-
zess der Keratinozyten, die dabei nach apikal
geschoben werden. Der Prozess der Differen-
zierung schlieBt mehrere Stadien ein, die in
verschiedenen Schichten innerhalb der Epi-
dermis sichtbar werden. Die erste Schicht ist
dabei das Stratum spinosum mit seinen poly-
gonalen Zellen. Das darauf folgende Stratum
granulosum ist durch intrazellulare Keratohyalin-
granula gekennzeichnet, bei denen es sich um
Proteinaggregate des Verhornungsprozesses
handelt. Lediglich elekironenmikroskopisch
sind intrazellular auBerdem Odland-Kdrperchen
identifizierbar, welche Ceramide und andere
Lipide enthalten, die im Verlauf in den Extra-
zellularraum sezerniert werden und diesen
ausfullen. Die auBerste Schicht ist das Stratum
corneum. Es besteht aus Keratinozyten, die
dadurch gekennzeichnet sind, dass sie keine
Kerne und Zellorganellen mehr besitzen. Statt-
dessen sind sie vollstdndig mit Hornproteinen

Keratohyalin-

ganula__———
f % Stratuid
~ corneum

s —— =8
Stratum

granulosum

. Stratum

spinosum

Tonofilamente
Desmosom

Stratum
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[ — v N T N N2

Hemidesmosom Basallamina

Abbildung 1:

Schematische Darstellung des Schichtaufbaus der Epi-
dermis (4) Auf der Basallamina befinden sich epider-
male Stammzellen als Teil des Stratum basale. Dem
schlieBen sich das Stratum spinosum und das Stratum
granulosum an. Die &uBerste Schicht ist das Stratum
corneum. Anstelle von Kernen und Zellorganellen ent-
halten die terminal differenzierten Zellen dieser Schicht
Hornproteine.



ausgefullt. Die Plasmamembran wird durch eine einschichtige Lipidschicht ersetzt, die sowohl mit
den intrazelluldren Proteinen als auch mit den extrazellularen Lipiden verbunden ist. Es entsteht der
sogenannte Cornified-Envelope (2).

1.1.2 Molekulare Marker von Hautzellen

Je nach Stadium ihrer Differenzierung exprimieren Keratinozyten verschiedene Proteine, die sich als
Differenzierungsmarker eignen. Hierzu gehdren Keratine, die eine ganze Proteinfamilie bilden. Sie
kommen ausschlieBlich in Epithelzellen vor, in denen sie Intermediarfilamente formen. Dabei weisen
sie eine hohe Resistenz gegen diverse Einflisse auf. Weder durch Pepsin noch durch Trypsin lassen
sich Keratine abbauen. In vielen Losungsmitteln sind sie unloslich. Eine mogliche Einteilung der
Keratine erfolgt anhand ihrer chemischen Eigenschaften in basische (z.B. K1-K8) und saure Keratine
(z.B. K9-K283). Je nach Lokalisation und entsprechendem Differenzierungsstatus sind unterschied-
liche Keratine in den Zellen typisch. Basal werden beispielsweise K5 und K14 exprimiert. K1 und
K10 werden im Gegensatz dazu suprabasal exprimiert und gelten deswegen als klassische Marker
der terminalen Differenzierung (5). Filaggrin ist ein weiterer Marker der terminalen Differenzierung
von Keratinozyten. Der Name Filaggrin steht fur Filament-Aggregation-Protein und leitet sich von
der Funktion als Vernetzungsprotein zwischen Keratinfilamenten ab. Damit ist Filaggrin integraler
Bestandteil des epidermalen Cornified-Envelope (6). Der Cornified-Envelope enthalt auBerdem die
Proteine und Differenzierungsmarker Involucrin und Loricrin. Wahrend Involucrin bereits im oberen
Anteil des Stratum spinosum exprimiert wird, ist Loricrin erst im Stratum corneum nachweisbar.
Die beiden Molekulle werden im Cornified-Envelope enzymvermittelt miteinander vernetzt. Die daftr
notwendigen Transglutaminasen sind ebenfalls Differenzierungsmarker von Keratinozyten (7).

Dermale Fibroblasten besitzen andere Markerproteine, mit denen sie sich von den Keratinozyten
unterscheiden lassen. Nach Untersuchungen an Mauszellen verschiedener Gewebe wurde das
Fibroblast-Specific-Protein 1 (FSP-1) als klassischer Fibroblastenmarker eingefiihrt (8). Der Marker,
der auch als S100A4 bezeichnet wird, ist Mitglied der S100-Protein-Familie. Hierbei handelt es sich
um eine Gruppe kalziumbindender Proteine, die sowohl an intrazellularen als auch an extrazellularen
Signalwegen in vielen Kontexten beteiligt sind. Die gréBte Untergruppe der S100-Proteine stellt die
Gruppe A mit 19 Genen auf Chromosom 1921 dar (9).

1.1.3 Die Haut als immunologische Barriere

Die Invasion von Pathogenen in den Korper wird von der Haut durch verschiedene Mechanismen
verhindert. Zum einen wird durch das epidermale Stratum corneum aus terminal differenzierten
Keratinozyten eine kompakte physikalische Barriere geschaffen. Zugleich wird unter anderem durch
die Degeneration von Filaggrin zu Urocaninsdure ein saures Milieu auf der Haut geschaffen (pH 5,4
- 5,9), das ungunstige Umgebungsbedingungen fir Pathogene schafft. Darlber hinaus sezernieren
Keratinozyten antimikrobielle Peptide (AMPs). Hierzu zahlen die Proteine der Defensin-Familie
und Cathelicidine, wie beispielsweise LL-37. AMPs richten sich nicht nur direkt gegen bakterielle
Zellmembranen, sondern sind als Zytokine und Chemokine auch an der Rekrutierung des Im-
munsystems beteiligt. Das Immunsystem ist mit unterschiedlichen Zelltypen dauerhaft in der Haut



vertreten. In der Epidermis handelt es sich um zytotoxische T-Zellen (CD8*) und antigenprasentie-
rende Langerhans-Zellen. Die in der Dermis vorhandenen Immunzellen sind im Gegensatz dazu
diverser. Zu den Zellen der angeborenen Immunabwehr zdhlen hier Makrophagen, Mastzellen
und Granulozyten. Darliber hinaus sind dermal dendritische Zellen vorhanden, die als Briicke zum
adaptiven Immunsystem fungieren, welches mit zytotoxischen T-Zellen (CD8*), T-Helfer-Zellen
(CD4*) und B-Zellen ebenfalls vertreten ist. Im Falle einer Aktivierung des Immunsystems werden
die lokalen durch infiltrierende Immunzellen erganzt (10).

1.2 Die Psoriasis als chronisch inflammatorische Erkrankung der Haut
1.2.1 Klinik

Die Psoriasis ist eine chronisch entzlindliche Erkrankung der Haut und/oder der Gelenke. Sie
weist eine beachtliche Pravalenz von ca. 2% in Europa und Nordamerika auf. Klinisch lassen
sich verschiedene Verlaufsformen der Psoriasis unterscheiden. Die klassische Plaque Psoriasis
(Psoriasis vulgaris) ist die mit Abstand haufigste Form. Sie zeichnet sich durch erythematdése,
scharf begrenzte und silber beschuppte Plaques aus (Abbildung 2). Pradilektionsstellen sind die
Streckseiten der Extremitaten, die Kopfhaut sowie die Periumbilikal- und Analregion. Darlber hinaus
zeigen Patient*innen gehauft Nagelveranderungen, die von kleinen Einziehungen (TUpfelnagel) bis
zur vollstandigen Nageldestruktion reichen kdnnen. Die Psoriasis inversa bildet eine Verlaufsform
der Erkrankung, bei der vor allem intertrigindse Areale betroffen sind. Aufgrund der Reibung
und Feuchtigkeit in diesen Bereichen sind die Lasionen meist nicht beschuppt. Psoriasis guttata
beschreibt im Gegensatz dazu eine Verlaufsform mit kleinen, tropfenartigen L&sionen. Bei der
Psoriasis pustulosa liegen auf erythematdsen Plaques sterile Pusteln vor, die im Verlauf konfluieren.
Alle Psoriasisformen kdnnen in die erythrodermische Psoriasis Ubergehen, bei der das gesamte
Integument betroffen ist (11).

Es existieren zahlreiche Ausléser der Psoriasis. Mechanische Hautir-
ritationen kénnen Lasionen hervorrufen, was als Kdbner-Phanomen
bezeichnet wird. AuBBerdem ruft UV-Strahlung in einem Teil der Be-
troffenen eine Exazerbation der Erkrankung hervor. Gleiches gilt far
Luftverschmutzung mit Cadmium. Es gibt viele Medikamente, die das
Auftreten der Psoriasis beglnstigen, wie zum Beispiel B-Blocker, ACE-
Hemmer, Tetrazykline, Interferone und nichtsteriodale Antirheumatika
(NSAR). Des weiteren kdnnen Infektionen zum Ausbruch der Erkran-
kung flihren. Hierzu z&hlen unter anderem Streptokokken-, Staphylo-
coccus aureus-, Candida albicans- und HIV-Infektionen. Auch Impfun-
gen gegen Influenza und Tuberkulose (BCG-Impfung) haben durch die
Aktivierung des Immunsystems das Potential, die Krankheitsaktivitat
zu steigern. Dartber hinaus erh6ht Rauchen das Psoriasisrisiko (12).
Die Psoriasis kann sich nicht nur an der Haut, sondern auch an den Abbildung 2: o
Gelenken in Form einer Arthritis mit Enthesiopathie manifestieren. lal(J;cI?)smn bei Psoriasis vulga-
Pradilektionsorte sind die Interphalangealgelenke der Hande. Da es

sich um eine erosive Arthritis handelt, kann es im Verlauf zu Deviationen an den Gelenken kommen
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(13). Neben den klinischen Symptomen besteht bei der Psoriasis ein erhéhtes Risiko flr diverse
gravierende Komorbiditaten. Hierzu zahlen unter anderem andere entzindliche Erkrankungen
wie Morbus Crohn oder Uveitiden. Auch das metabolische Syndrom (stammbetonte Adipositas,
Dyslipidamie, Bluthochdruck, Insulinresistenz) stellt eine Komorbiditat der Psoriasis dar. Als Folge
werden vermehrt koronare Herzkrankheit und kardiovaskulare Ereignisse bei Psoriasispatient*innen
festgestellt. Als eigenstandiger Risikofaktor erhdht die schwere Psoriasis dartiber hinaus auch die
Mortalitat durch kardiovaskulare Ereignisse. Im Rahmen der Adipositas ist das gehaufte Auftreten
des obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms zu beobachten. Auch die Pravalenz der nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung ist bei Psoriasispatient*innen erhéht. Bei ihnen besteht ebenfalls eine erhdhte
Gefahr des Uberganges in eine Steatohepatitis und Leberzirrhose. Dariiber hinaus besteht bei der
Psoriasis ein erhdhtes Risiko zur Entstehung von Malignomen, wie Lymphomen, Kolon-, Blasen-,
Nierenzell- und Pankreaskarzinomen. Gehauft tritt zudem die chronisch obstruktive Lungenerkran-
kung auf. Auch psychiatrische Erkrankungen wie Depressionen und Angststdérungen gehéren zu den
Komorbiditaten der Psoriasis (14).

1.2.2 Histopathologie

Die histopathologischen Veranderungen von psoriatischer Haut sind gekennzeichnet durch die
Verdickung der Epidermis (Akanthose) und die Verbreiterung der verhornten Epidermisschicht (Hy-
perkeratose) mit persistierenden Zellkernen (Parakeratose) (Abbildung 3a). Innerhalb der Epidermis
kommt es zu Immunzellinfiltraten, die Mikroabzesse ausbilden kénnen (Munro’s Mikroabzesse).
AuBerdem weist psoriatische Haut verlangerte epidermale Reteleisten auf, die zwischen den der-
malen Papillen in die Tiefe reichen. Die dermalen Papillen sind gegentiber normaler Haut ebenfalls
verandert. Sie zeigen epidermisnah aufgeweitete Blutgefae (Abbildung 3b) (11).

Abbildung 3:
Histologische Befunde der Psoriasis (15) (a) Hyperkeratose, Akanthose und Parakeratose der Epidermis
(b) Verlangerte epidermale Reteleisten und dilatierte Gefal3e in den dermalen Papillen
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1.2.3 Molekularpathogenese

Urspringlich wurden pathologisch veranderte Keratinozyten fir die Ursache der Psoriasis ge-
halten. Erst durch die immunsuppressive Behandlung eines transplantierten Patienten, dessen
Psoriasislasionen abnahmen, wurde der Einfluss des Immunsystems deutlich. Daraufhin wurde
das Modell der Pathogenese schrittweise um verschiedene Immunzellen erweitert. Mittlerweile wird
die Psoriasis als Folge der exogenen oder endogenen Stimulation des Immunsystems genetisch
pradisponierter Patient*innen gesehen, welches in einem Circulus vitiosus zusammen mit anderen
Zelltypen in der Haut einen chronisch inflammatorischen Status hervorruft (16).

Die genetische Pradisposition betrifft vor allem Gene des Immunsystems. Das MHC-I-Allel HLA-
C*06:02 stellt dabei den wichtigsten genetischen Risikofaktor fir die Psoriasis dar. Das Gen ist
auf Chromosom 6p21.3 im Psoriasis-Susceptibility-Locus-1 (PSORS1) kodiert (17). Uber MHC-
[-Molekile erfolgt die Antigenprasentation und Aktivierung zytotoxischer T-Zellen (CD8*) (18).
Weitere pradisponierende Gene betreffen mit SLC9A3R1, NAT9, RAPTOR und IL23R ebenfalls das
Immunsystems (16).
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Abbildung 4:

Pathogenese der Psoriasis unter Hervorhebung der IL-23/IL-17-Achse (rote Pfeile) (19)

Plasmozytische (pDC) und konventionelle dendritische Zellen (cDC) werden Uber Antigene wie den LL37-
DNA-Komplex aktiviert. Uber Antigenprésentation und Zytokinausschiittung stimulieren cDCs und inflamma-
torische dendritische Zellen (iDC) T-Helferzellen (Th-Zellen). IL-12 férdert dabei die Differenzierung zu IFN-y-
ausschittenden Th1-Zellen, wahrend IL-23 zu Th17-Zellen fuhrt, welche IL-17 freisetzen. Durch die inflamma-
torische Wirkung der Zytokine werden die Keratinozyten (KC) in der Epidermis psoriatisch verandert.

Die Beschreibung des pathophysiologischen Circulus vitiosus der Psoriasis soll an dieser Stelle mit
der lokalen Freisetzung verschiedener Antigene durch geschadigte oder inflammatorisch stimulierte
Keratinozyten beginnen (Abbildung 4). Zu diesen Antigenen gehéren unter anderem LL37 und
freie DNA oder RNA, die gemeinsam einen Komplex bilden, durch den kutane dendritische Zellen
aktiviert werden. Analog zu LL37 kann eine Komplexbildung auch mit humanem B-Defensin 2 oder
5 erfolgen (17). Plasmozytische dendritische Zellen (pDC) werden dabei tUber die Antigenerkennung
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durch den Toll-Like-Receptor (TLR) 7 oder 9 aktiviert, was zur Ausschuttung von Interferon-o
(IFN-a) fuhrt. Direkt Uber die Antigenerkennung mit TLR 8 oder indirekt durch den Einfluss von
IFN-a lassen sich konventionelle dendritische Zellen (cDC) aktivieren. AuBerdem fihrt IFN-o zur
Einwanderung von Monozyten und deren Differenzierung zu inflammatorischen dendritischen Zellen
(iDC). Konventionelle und inflammatorische dendritische Zellen stellen eine Verbindung von der
angeborenen zur adaptiven Immunantwort dar, indem sie sowohl zytotoxische T-Zellen (CD8*) als
auch T-Helfer-Zellen (CD4*) aktivieren. Uber das Zytokin IL-12 induzieren sie die Polarisierung
von CD4*-Zellen zu Th1-Zellen, welche Interferon-y (IFN-y) sezernieren. Die IL-12/IFN-y-Achse galt
lange als Hauptmechanismus der psoriatischen Pathogenese. Neuere Studien belegen jedoch, dass
die IL-23/IL-17-Achse (rote Pfeile in der Abbildung 4) eine bedeutendere Rolle flr das Krankheits-
geschehen der Psoriasis spielen kénnte. Ebenfalls von cDCs und iDCs freigesetzt, bewirkt IL-23
die Stimulation von Th17-Zellen, die IL-17 ausschiitten (19). Entscheidend zur Pathogenese der
Psoriasis tragt auch das proinflammatorische Zytokin Tumornekrosefaktor-a (TNFo) bei. Es aktiviert
verschiedene Zelltypen und regt sie zur weiteren TNFo-Ausschittung an. Zu diesen Zellen gehéren
die dendritischen Zellen, ebenso wie T-Zellen und Keratinozyten (20). Die Vielseitigkeit des Zytokins
zeigt sich auch in den Effekten, die durch TNFa-blockierende Biologika erreicht werden kdnnen.
Unter der Therapie mit Etanercept, einem TNFa-blockierenden Fusionsprotein, konnten in den
Lasionen von Psoriasispatient*innen sowohl inhibitorische Einflisse auf die IL-23/IL-17- als auch auf
die IL-12/IFN-y-Achse beobachtet werden. Die Expression von IL-22 und IL-17 als Schllsselzytokine
der Th17-Zellen wurde signifikant reduziert. Infolgedessen konnte auch ein Expressionsriickgang der
von ihnen regulierten Gene Chemokin-Ligand 20 (CCL20) und B-Defensin 4 (DEFB4) nachgewiesen
werden. Ebenfalls gehemmt wurde die Expression der Th1-Zytokine IFN-y und Lymphotoxin-a, sowie
das von ihnen regulierte Gen Myxovirus-Resistance-1 (MX-1) (21).

Die Dermis nimmt nicht nur als Ort der Immunzellrekrutierung eine zentralle Rolle in der Pathogene-
se der Psoriasis ein. Die dermalen Fibroblasten sind auch direkt an der Entstehung und Erhaltung
des inflammatorischen Milieus beteiligt. Im Gegensatz zu unbetroffener Haut konnte in der Dermis
psoriatischer Lasionen eine erhéhte Chemerinexpression durch die Fibroblasten detektiert werden
(22). Chemerin ist ein Chemokin, das die Migration plasmozytischer dendritischer Zellen (pDC)
férdert. In vitro konnten Fibroblasten mit IL-17, einem Schlisselzytokin der Psoriasis, zur Synthese
von Chemokinen der CXCL-Familie angeregt werden. AuBerdem exprimierten sie vermehrt Zytokine
wie IL-1B, IL-6 und IL-8, was ihren Beitrag zur Unterhaltung des inflammatorischen Milieus verdeut-
licht (23). Dermale Fibroblasten zeigen in psoriatischen Lasionen auch eine erhéhte Expression von
S100A4. Das betrifft insbesondere die obere Schicht der Dermis, das Stratum papillare. Diskutiert
wird, dass diese Expressionssteigerung durch inflammatorische Zytokine hervorgerufen wird und
Uber die Modulation von p53 zur Hyperproliferation und Angiogenese in psoriatischen Lasionen
beitragt (24). Neben den dermalen Fibroblasten sind auch Endothelzellen dermaler Blutgefal3e ein
Faktor in der Pathogenese der Erkrankung. Sie ermdglichen Uber die Expression von Adh&sionsmo-
lekdlen die Migration von Immunzellen in psoriatische Lasionen (11).

In dem inflammatorischen Milieu der Lasionen werden Keratinozyten zur Ausbildung ihres pso-
riatischen, hyperproliferativen Phanotyps angeregt. Darlber hinaus wird in den Keratinozyten
die Synthese proinflammatorischer Zytokine, beispielsweise TNFa und IL-17, induziert. Auch
Chemokine werden von den aktivierten Keratinozyten freigesetzt, unter anderem CCL20, welches
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chemotaktisch auf cDCs und Th17-Zellen wirkt. Keratinozyten erhéhen auch die Produktion von
proinflammatorisch wirksamen, antimikrobiellen Peptiden (AMPs), zu denen humanes B-Defensin 2,
Psoriasin (S100A7) und LL37 gehdren (20).

Zum psoritatischen Phanotyp der Keratinozyten gehért nicht nur die Synthese immunologisch
wirksamer Molekile. Es liegt auch eine veranderte Expression von Differenzierungsmarkern vor. In
psoriatischer Haut sind die terminalen Differenzierungsmarker K1 und K10 vermindert nachweisbar
(25), wahrend K6, K16 und K17 Uberexprimiert sind (26). Die Expression von Filaggrin, ebenfalls
einem terminalen Differenzierungsmarker, ist in parakeratotischen Psoriasislasionen reduziert (27).
Auch der terminale Differenzierungsmarker Loricrin wird bei der Psoriasis vermindert exprimiert
(28). Involucrin ist im Gegensatz dazu erhéht (29). Wahrend es Ublicherweise in nicht proliferativen
Keratinozyten der hdheren epidermalen Schichten exprimiert wird, kann es bei der Psoriasis auch in
proliferativen Keratinozyten detektiert werden (7).

1.2.4 Therapie

Je nach Krankheitsaktivitdt stehen bei der Psoriasis verschiedene therapeutische Optionen
zur Verfigung. Bei milder Psoriasis lassen sich beispielsweise topische Glukokortikoide und
Vitamin-D-Derivate einsetzen. In schwereren Fallen kdnnen eine Phototherapie (UV-B), eine
Photochemotherapie (PUVA: Psoralen und UV-A) oder der Einsatz systemischer Medikamente
(Methotrexat, Ciclosporin) notwendig sein (11). Mit der Entwicklung von Biologika sind neue
Méglichkeiten in der Psoriasistherapie entstanden, die sich insbesondere gegen TNFa und die
IL-23/IL-17-Achse richten. Der TNFa-Inhibitor Etanercept ist ein TNFa-bindendes Fusionsprotein
aus zwei TNF-Rezeptormolekiilen, die an den Fc-Teil eines Immunglobulins G (IgG) gebunden sind
(30). Alternativ stehen mit Adalimumab und Infliximab auch monoklonale Antikérper gegen TNFo
zu Verfiigung (11). Ustekinumab ist ein Antikdrper gegen p40, die gemeinsame Untereinheit von
IL-12 und IL-23. AusschlieBlich gegen die p19-Untereinheit von IL-23 gerichtet sind Tildrakizumab
und Risankizumab. Der monoklonale Antikdrper Brodalumab hemmt die IL-23/IL-17-Achse durch
Bindung an den IL-17-Rezeptor, wahrend Secukinumab gegen das Zytokin selbst gerichtet ist (20).

Die wichtigsten Therapieziele von Psoriasispatient*innen sind laut einer deutschen Studie die
Abheilung und schnelle Verbesserung der Hautlasionen (31). Trotz der verschiedenen zur Verfligung
stehenden Medikamente scheint es noch erheblichen Verbesserungsbedarf in der Therapie zu
geben. In einer ebenfalls deutschen Studie haben 54,6% der befragten Patient*innen angegeben,
mit ihrer Therapie nicht zufrieden zu sein. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch in den USA (32).

1.3 Inositol-C2-PAF als mégliche Therapieoption bei Psoriasis
1.3.1 Stoffklasse

Inositol-C2-PAF gehért zu der Gruppe der Anti-Tumor-Phospholipide (ATL) (Abbildung 5). Diese wur-
den als Alternative zu herkdmmlichen Chemotherapeutika entwickelt mit dem Ziel, eine Therapie
mit weniger Nebenwirkungen bereitzustellen. Innerhalb der Anti-Tumor-Phospholipide existieren ver-
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schiedene Klassen. Die Klasse der Alkyl-Phospholipide (APL) zeichnet sich dadurch aus, dass es
sich um Derivate des physiologisch vorkommenden plattchenaktivierenden Faktor (PAF) handelt (33).
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Abbildung 5:

Strukturformeln von PAF und davon abgeleiteter synthetischer Derivate (33)

(a) Der plattchenaktivierende Faktor (PAF) ist aus einem Glycerolgeriist mit Phosphocholin sowie einer Alkyl-
und Acetylgruppe als Bindungspartner aufgebaut (b) Anders als PAF weist Edelfosin keine Acetyl-, sondern ei-
ne Methylgruppe auf (c¢) Inositol-C2-PAF enthalt Inositol, welches iber eine Briicke aus zwei Kohlenstoffatomen
mit dem Glycerolgertist verbunden ist (d) Miltefosin besteht aus einer Alkyl- und einer Phosphocholingruppe

PAF entspricht strukturchemisch 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin (Abbildung 5a)
(34). Das Grundgertst bildet der Polyalkohol Glycerol, an welchen Phosphocholin gebunden ist.
An der zweiten Bindungsstelle des GrundgerUstes befindet sich eine Acetylgruppe. Als dritter
Bindungspartner liegt Octadecylgruppe (C1g) vor.

Die von PAF abgeleiteten Alkyl-Phospholipide (APL) haben verschiedene Vertreter, beispielsweise
Edelfosin (Abbildung 5b). Edelfosin unterscheidet sich von PAF an Position zwei des Glycerol-
gerustes. Anstelle der Acetylgruppe wird das Glycerol mit einer Methylgruppe verethert. Eine weitere
APL-Klasse stellen die glykosidierten Phospholipide dar, dessen Vertreter Inositol-C2-PAF in dieser
Arbeit genauer untersucht wurde (Abbildung 5c¢). Glykosidierte Phospholipide sind an Position 2
des Glycerolgeriistes mit einem Monosaccharid bzw. einem Monosaccharid-verwandten Molekiil
verbunden. Ziel der Einfiihrung dieser Moleklle in die Struktur von Anti-Tumor-Phospholipiden ist
die Erhéhung hydrophiler Eigenschaften bei gleichzeitiger Beibehaltung des amphiphilen Charakters
(33, 35).

Die Alkyl-Phosphocholine (APC) bilden eine zusatzliche Gruppe von Anti-Tumor-Phospholipiden
ohne Glycerolgerist, was sie grundsatzlich von den oben beschriebenen Alkyl-Phospholipiden
unterscheidet. Miltefosin als ein bekannter Vertreter dieser Gruppe enthalt zwar eine Phosphocholin-
Kopfgruppe, welche jedoch Uber die Phosphatgruppe direkt mit einer Alkylgruppe aus 16 Kohlen-
stoffatomen verbunden ist (Abbildung 5d) (33).
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1.3.2 Wirkung und Anwendung ausgewahlter Anti-Tumor-Phospholipide

Die Wirkung von Anti-Tumor-Phospholipiden (ATLs) basiert auf der Proliferationshemmung und
Apoptoseinduktion in den Zielzellen. Dabei konnten zahlreiche zu Grunde liegende Mechanismen
identifiziert werden. Insbesondere die Hemmung der Synthese von Phosphatidylcholin als einem
Hauptbestandteil von Zellmembranen scheint dabei von Bedeutung zu sein. AuBerdem interferieren
die Wirkstoffe mit mehreren Signalwegen, unter anderem dem MAPK-ERK-, dem PI3K-PKB- und
dem SAPK-JNK-Signalweg (36).

Edelfosin als ein Vertreter der Alkyl-Phospholipide hat Wirkungen auf humane Malignomzellen ver-
schiedener Entitaten gezeigt. Hierzu z&hlen unter anderem Malignomzellen der Prostata, der Lunge
und Leukamiezellen (37). Die Apoptoseinduktion durch Edelfosin scheint dabei selektiv entartete
Zellen zu betreffen (38). Auch im Zusammenhang mit Infektionskrankheiten wird der Einsatz von
Edelfosin erforscht. Tanzifi et al. haben gezeigt, dass mit Toxoplasma gondii infizierte Mause unter
der Therapie mit Edelfosin nicht nur eine Reduktion erregerspezifischer mRNA (GRA1, MIC3) in
verschiedenen Organen aufweisen, sondern auch ein signifikant langeres Uberleben gegeniiber der
Kontrollgruppe haben (39).

Das Alkyl-Phosphocholin Miltefosin ist ein Medikament, das bereits fir zwei Indikationen zugelassen
ist. Zum einen findet es in der topischen Therapie von kutanen Brustkrebsmetastasen Anwendung.
Zum anderen wird es in der Therapie der Leishmaniose genutzt, wobei es nach oraler Applikation
systemisch wirkt. Darlber hinaus zeigte Miltefosin in praklinischen Studien Wirkung gegen unter-
schiedliche Amdben, Bakterien und Pilze (40). Jenseits der infektiologischen und onkologischen
Anwendung des Wirkstoffes haben lacano et al. Hinweise dafiir gefunden, dass Miltefosin in der Be-
handlung der Atherosklerose von Nutzen sein kdnnte. Die IL-1B-Sekretion aktivierter Makrophagen,
die pathophysiologisch an der Plaqueentstehung beteiligt sind, konnte in vitro um rund 75% gesenkt
werden. Vor dem Hintergrund, dass IL-1B-senkende Therapien die Inzidenz von kardiovaskularen
Ereignissen wie dem Herzinfarkt oder Schlaganfall erfolgreich mindern, kénnte auch Miltefosin in
diesem Zusammenhang einen therapeutischen Beitrag leisten (41).

1.3.3 Effekte von Inositol-C2-PAF in vitro

Zytotoxizitat

Die Wirkung von Inositol-C2-PAF wurde bislang vor allem in Hautzellen bestimmt (35, 42, 43, 44).
An einer humanen, immortalisierten Keratinozytenzelllinie (HaCaT) konnte gezeigt werden, dass die
Gabe von 5 uM Inositol-C2-PAF Uber einen Zeitraum von 48 Stunden keine zytotoxischen Effekte
hervorruft. Hohere Konzentrationen flihren zu einer konzentrationsabhangigen Schadigung der Zel-
len. Die Konzentration, bei der 50% der Zellen sterben (LCsg), betragt dabei 15 uM (35). Die Klasse
der glykosidierten Phospholipide, zu der auch Inositol-C2-PAF gehdrt, fihrt in zytotoxischen Kon-
zentrationen zur Ruptur von Zellmembranen. Glc-PAF, ebenfalls ein glykosidiertes Phospholipid, das
im Gegensatz zu Inositol-C2-PAF ein Glukosemolekil anstelle des Inositols und der C2-Briicke auf-
weist, interkaliert in biologische Membranen und fuhrt dadurch in zytotoxischen Konzentrationen zur
Bildung von Membranporen und somit zur Zelllyse (45).

16



Proliferation

Die Proliferationshemmung von HaCaT-Zellen ist eine weitere Wirkung von Inositol-C2-PAF. Die
50%ig inhibitorische Konzentration (ICsp) liegt mit 1,8 uM deutlich unterhalb der Grenze zum
zytotoxischen Einfluss des Wirkstoffes. In Zellzyklusanalysen kann nach 24 Stunden eine leichte
Abnahme der HaCaT-Zellen gezeigt werden, die sich in Phasen der Reproduktion (S- und G2-Phase)
befinden. Im Gegensatz dazu steigt die Zahl der Zellen ohne reproduktive Aktivitat (G1/GO-Phase)
deutlich an. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der antiproliferative Effekt von Inositol-C2-PAF
auf einer Regulation des Zellzyklus beruht und nicht durch eine direkte Zelltoxizitat zu erklaren ist
(35). Nach 48 Stunden kénnen bei der Analyse der Zellzyklusphasen zwischen der Kontrolle und
den behandelten HaCaT-Zellen keine Unterschiede mehr festgestellt werden. Allerdings liegt der
Anteil der apoptotischen Zellen unter Behandlung um ein Vielfaches hdher als bei der Kontrolle.
Das offenbart nicht nur die apoptoseinduzierenden Eigenschaften des Wirkstoffes. Es wirft auch die
Frage auf, ob die antiproliferative Wirkung nicht auch auf die Apoptoseinduktion zurlckzufiihren sei
(35). AuBBerdem stellt sich die Frage nach den genauen Mechanismen der Apoptoseinduktion durch
Inositol-C2-PAF.

Apoptose
Die Mechanismen der Apoptoseinduktion

durch Inositol-C2-PAF wurden an einer
humanen, immortalisierten T-Zelllinie (Jur-

Ino- 02 PAF

plasma membrane

kat) erforscht. Dabei
sowohl das Fas-Associated-Death-Domain-
Protein (FADD) als auch die Caspase 8
daran beteiligt sind (46). Hierbei handelt
es sich um Proteine des extrinsischen
Apoptoseweges, die Ublicherweise vom
Todesrezeptor FAS gebunden werden und
zusammen den Death-Receptor-Mediated-
Death-Inducing-Signaling-Complex  (DISC)
bilden. Der DISC fuhrt kaskadenartig zum
Zelltod. Durch Inositol-C2-PAF kann auch
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Apoptoseinduktion durch Inositol-C2-PAF: unter Bil-
dung eines atypischen Death-Receptor-Mediated-Death-
Inducing-Signaling-Complex (DISC) aus Fas-Associated-
Death-Domain-Protein (FADD) und Caspase 8 wird eine
Kaskade initiiert, die Gber den BH3-Interacting-Domain-
Death-Agonist (Bid) den intrinsischen Apoptoseweg in-
duziert. Unter Einfluss folgender Antagonisten kann die
Apoptoseinduktion durch Inositol-C2-PAF abgeschwéacht
werden: c-Flip , z-IETD-fmk, Bcl-2 (46)

toseweg zu induzieren, indem er zur Bildung
eines atypischen DISC fuhrt. Doch auch der
intrinsische, mitochondriale Apoptoseweg
scheint von Inositol-C2-PAF induzierbar.
Jedenfalls zeigen Bcl-2 Uberexprimierende
Jurkat-Zellen eine geringere Anfalligkeit fur
die Apoptoseinduktion durch den Wirkstoff.
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Bcl-2 fungiert als Antagonist des intrinsischen Apoptoseweges. Somit kann angenommen werden,
dass die proapoptotische Wirkung von Inositol-C2-PAF sowohl auf Mechanismen des intrinsischen
als auch des extrinsischen Apoptoseweges beruht, wobei der Todesrezeptor FAS jedoch nicht
involviert ist (Abbildung 6) (46).

Differenzierung

Ein weiterer Effekt von Inositol-C2-PAF ist, dass es die Differenzierung von HaCaT-Zellen induzie-
ren kann. So wird der terminale Differenzierungsmarker Involucrin unter Einfluss des Wirkstoffs
vermehrt exprimiert. Ein weiterer Differenzierungsmarker, das Enzym Transglutaminase, wird zwar
nicht vermehrt exprimiert, jedoch in seiner Enzymaktivitat verstarkt (35).

Genexpression

Genomweite DNA-Microarray-Analysen zeigen, dass die Expression von 592 Genen in HaCaT-
Zellen unter Einfluss von Inositol-C2-PAF verandert wird. Dabei werden zahlreiche Gene, die
Immunsystem und Inflammation betreffen, herunterreguliert. Hierzu gehéren beispielsweise die
Gene der Proteine Enalafin (PI3) und B-Defensin 2 (hBD-2, DEFB4) (42). Diese Proteine werden in
psoriatischer Haut vermehrt exprimiert (47, 48). Durch Inositol-C2-PAF wird in HaCaT-Zellen auch
die Transkription verschiedener MHC-II-Molekile gesenkt (HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, HLA-DQ,
HLA-DR). Insgesamt zeigt der Wirkstoff also ein antiinflammatorisches Wirkprofil (42).

Um Hauterkrankungen wie die Psoriasis in vitro zu simulieren, lassen sich inflammatorische Haut-
modelle nutzen. Ein solches, zweidimensionales Modell wurde mit HaCaT-Zellen etabliert, indem
diese mit IFN-y, einem wichtigen inflammatorischen Mediator in der Pathogenese der Psoriasis
(11), behandelt wurden. Dadurch konnte die Transkription von MHC-I-Genen (HLA-A, -B und -C)
und MHC-II-Genen (HLA-DRA1, -DRB1, -DQA1, -DPA1 und -DPB1) in den Keratinozyten gesteigert
werden. Unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nahm dieser Effekt wieder ab. Gleiches bestatigte sich
fir die Translation des HLA-DR-Gens sowie der MHC-I-Gene. Als mdgliche Ursache daflir wurde
der Class-lI-Major-Histocompatibility-Complex-Transactivator (CIITA) identifiziert. CITA fungiert
als Regulator der MHC-Expression und wird in den inflammatorisch veranderten HaCaT-Zellen
vermehrt transkribiert. Auch diese Steigerung lie3 sich mit Inositol-C2-PAF inhibieren. Analog zu
HaCaT-Zellen zeigten auch primare humane Keratinozyten unter Einfluss von IFN-y eine induzierte
Transkription ausgewahlter MHC-1I-Gene (HLA-DPB1 und -DQA1) und MHC-I-Gene (HLA-A und
-B), die mit Inositol-C2-PAF wieder gehemmt werden konnte (44).

Um die psoriatisch erh6hte Proliferation von Endothelzellen und ihre Rolle in der Immunzellmigra-
tion zu simulieren, lassen sich in vitro humane Endothelzellen aus der Vena umbilicalis (HUVEC-
Zellen) nutzen, die mit TNFa entzindlich verandert werden. Inositol-C2-PAF zeigt einen selekti-
ven proapoptotischen Effekt auf das entzliindlich veréanderte Endothel, wahrend die nicht entziind-
lich veranderte Kontrolle keine Anderung der Apoptoserate aufweist. AuBerdem werden unter der
TNFa-Behandlung die Adhasionsmolekile E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 vermehrt transkribiert
und translatiert. Mit Inositol-C2-PAF Iasst sich die Transkription dieser Molekiile wieder um 40-60%
reduzieren. Dabei sinkt auch die Oberflachenexpression von VCAM-1 um 65% und von E-Selektin
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um 30%. Die Expression von ICAM-1 bleibt hingegen unverandert.

Die Untersuchung der Interaktion von mononukledren Blutzellen (PBMCs) mit Endothelzellen wird
durch Experimente in der Stromungskammer ermdglicht. Die Adhasion der Immunzellen wird durch
TNFa-Stimulation des Endothels deutlich gesteigert und kann durch den Einsatz von Inositol-C2-PAF
wieder signifikant reduziert werden. An inflammatorischen in vitro-GefaBmodellen kann also gezeigt
werden, dass Inositol-C2-PAF die Rekrutierung von Immunzellen reduzieren und die Apoptose von
entzindlich verandertem Endothel induzieren kann (49).

1.3.4 Wirkung von Inositol-C2-PAF in zwei komplementaren Psoriasis-Maus-Modellen

Neben den beschriebenen in vitro-Modellen existieren auch inflammatorische Maus-Modelle, die
dem humanen Psoriasisphanotyp ahnlich sind. Dazu gehéren beispielsweise K5.nTGFB1-Mause.
Den Embryonen dieser Mauslinie wurde ein Expressionsvektor mit Keratin-5-Promotor injiziert,
der als Transgen die humane Wildtyp-cDNA des transformierenden Wachstumsfaktors 1 (TGFp1)
enthalt (50). Keratin 5 (K5) wird Ublicherweise in der Basalschicht der Epidermis von proliferierenden
Keratinozyten gebildet, wahrend der Wachstumsfaktor TGFB1 bei der Psoriasis vermehrt exprimiert
wird (50, 51). In den K5.hTGFB1-M&ausen werden psoriasoforme L&sionen beobachtet, die im
zeitlichen Verlauf progredient sind. Es entwickeln sich erythematdse, schuppende Plaques. Die
Entwicklung von Lasionen an den geklippten Ohren kénnen als Aquivalent zum Kébner-Phano-
men gesehen werden. Auch mikroskopisch lassen sich humane psoriasistypische Phanomene
nachweisen. Hierbei handelt es sich um Akanthose, Hyperkeratose, Immunzellinfiliration und
Neovaskularisation (50).

Unter intraperitonealer Behandlung mit Inositol-C2-PAF zeigen K5.nTGFB1-Mause einen milderen
klinischen Krankheitsverlauf als die Kontrolltiere. Der Unterschied Iasst sich mit einem Score quanti-
fizieren, der neben der GrdBe der betroffenen Hautareale auch die Schuppung, die Rétung und die
Alopezie beinhaltet. Wahrend der klinische Zustand der Kontrollpopulation sich im Verlauf immer wei-
ter aggraviert, bleibt der Score flr die behandelte Population weitestgehend konstant. Dies miindet in
einem hoch signifikanten Unterschied der Scores nach 14 Tagen. Des Weiteren nehmen die behan-
delten Mause in dem Zeitraum gegenuber der Kontrollgruppe signifikant an Gewicht zu. Neben den
makroskopischen lassen sich auch mikroskopische Befunde erheben. Dabei zeigt sich, dass die Be-
handlung mit Inositol-C2-PAF zu einer Reduktion der epidermalen Akanthose fihrt. AuBerdem wird
das kutane Immunzellinfiltrat aus CD8*-, CD4*- und Mastzellen reduziert. Die Hypervaskularisation
der K5.hTGFB1-Mause kann auf das Niveau von Wildtyp-Mausen gesenkt werden. Zwischen unbe-
handelten Wildtyp-Mausen und Wildtyp-Mausen, die intraperitoneal mit Inositol-C2-PAF behandelt
werden, entsteht kein Unterschied. Weder klinisch noch im Gewichtsverlauf ergeben sich Auffallig-
keiten. Gleiches gilt fir die histologischen Schnitte der Haut. Im Rahmen der préaklinischen Studie
konnten also keine zytotoxischen Wirkungen von Inositol-C2-PAF in vivo festgestellt werden.

Der antiinflammatorische Einfluss auf den Psoriasisverlauf konnte in einem zweiten Psoriasis-Maus-
Modell, den JunB/c-Jun-defizienten Mausen, bestatigt werden. Auch bei JunB/c-Jun-defizienten
Mausen lasst sich die Progression des psoriatischen Phanotyps abschwachen und eine verstarkte
Gewichtszunahme erreichen. Histologische Untersuchungen bestétigen die erhobenen klinischen
Befunde dabei mikroskopisch (49).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Inositol-C2-PAF in verschiedenen Modellen in vitro
und in vivo vielversprechende Ergebnisse zeigt. Das proapoptotische, prodifferentielle sowie antiin-
flammatorische Wirkprofil von Inositol-C2-PAF kénnte sich potentiell fiir die Psoriasistherapie eignen.
Die Reduktion der Krankheitsaktivitat in den murinen Tierexperimenten bekraftigt dieses Potential.

1.4 Zwei- und dreidimensionale in vitro-Modelle

Grundsatzlich stehen in vitro verschiedene Modelle zur Verfigung, um Wirkstoffe pharmakologisch
zu untersuchen. Derartige in vitro-Modelle sollen helfen, die Effekte der zu entwickelnden Pharmaka
zu charakterisieren und mdgliche toxische Effekte zu detektieren (52). Damit tragen derartige
Modelle im Sinne des 3R-Prinzips (Replace, Reduce, Refine) dazu bei, Tierversuche zu minimieren.
Klassischerweise kommen dabei zweidimensionale Zellkulturen (2D-Kulturen) zum Einsatz, in
denen alle Zellen als Monolayer den gleichen Zugang zum Medium haben. Zu den Vorteilen
dieser Kulturen gehdrt sowohl eine gute Replizierbarkeit als auch eine einfache Interpretation ihrer
Untersuchungsergebnisse. DarlUber hinaus sind 2D-Kulturen kostenglnstig. 2D-Modelle weisen
jedoch auch Nachteile auf. lhre Zellen zeigen oft eine mangelnde Differenzierung, eine erhohte
Proliferationsrate und eine differentielle Genexpression. AuBBerdem sind sie haufig empfindlicher
gegenltber Wirkstoffeinflissen und werden schneller apoptotisch (53). Insgesamt eignen sich
2D-Kulturen besonders fir die Verwendung im Hochdurchsatz-Screening neuer Arzneimittel (54).

In vivo befinden sich Zellen im dreidimensionalen Kontext eines Gewebes. Dieser Umstand kann
durch dreidimensionale Zellkulturen (3D-Kulturen) simuliert werden. Dabei kommt der Interaktion
von Zellen untereinander und von Zellen zur extrazellularen Matrix eine besondere Bedeutung
zu. Zusatzlich ermdglichen 3D-Kulturen die Differenzierung der Zellen. AuBerdem zeigen die
Modelle Proliferationsraten und Genexpressionsmuster, die mit denen in vivo vergleichbar sind
(53). Ein weiterer Vorteil von 3D-Modellen ist, dass sich die Wirkung von Pharmaka in vivo praziser
abschatzen lasst als mit 2D-Modellen (53, 55). Die Versorgung der Zellen in 3D-Kulturen erfolgt
nicht gleichmaBig, sondern Uber Diffusion. Das gilt sowohl flr die Versorgung mit Sauerstoff und
Nahrstoffen als auch fir die Elimination von CO, und anderen Stoffwechselprodukten. Je weiter
die Zellen von der Kontakiflache mit dem Medium entfernt sind, desto starker ist ihre Versorgung
eingeschrankt. Die Heterogenitat der Zellen als Folge ihres Versorgungsstatus kann auf der einen
Seite zu einer besseren Abbildung der Verhaltnisse in vivo beitragen. Auf der anderen Seite liegt in
der Versorgung von 3D-Kulturen aufgrund der fehlenden Vaskularisierung gleichzeitig ein eindeutiger
Unterschied zu Geweben in vivo (55). Ein Nachteil von 3D-Kulturen kann die Interpretation erhobener
Untersuchungsergebnisse darstellen, die im Rahmen der komplexen Struktur der Modelle schwierig
sein kann. AuBBerdem zahlen ihre Kostenintensitat und der mit ihnen verbundene Arbeitsaufwand zu
den Nachteilen von 3D-Kulturen (53).

Bei den Zellen, die in in vitro-Modellen verwendet werden, kbnnen grundsatzlich primare von immor-
talisierten Zellen abgegrenzt werden. Im Falle von humanen Keratinozyten lassen sich die primaren
Zellen aus Praputien oder anderen Hautgeweben isolieren, die bei Operationen anfallen. Tjabringa
et al. nutzten beispielsweise Hautgewebe, welches im Rahmen von Eingriffen an der Abdominalwand
entnommen worden war (56). Primare Keratinozyten gehen jedoch innerhalb von 20 Verdopplungen
in die Seneszenz Uber. In diesem Zustand setzt ihre Proliferation aus, die Adh&sion zur extrazel-

20



luldaren Matrix verstarkt sich und es bildet sich eine vergrdoBerte und abgeflachte Zellmorphologie
aus (57). Um Keratinozyten langfristiger einsetzen zu kénnen, muss auf immortalisierte Zelllinien
oder Stammzellen zuriickgegriffen werden. Hierzu zahlen beispielsweise spontan immortalisierte
NM1-Zellen, die Uber viele hundert Populationsverdopplungen stabil bleiben. Ihr Karyotyp mit ei-
nem zusatzlichen Chromosom 8 unterscheidet sich jedoch deutlich von dem primarer Zellen (58).
HaCaT-Zellen bilden eine weitere, spontan immortalisierte Keratinozytenzelllinie, die ebenfalls chro-
mosomale Aberrationen aufweist (59). Neben spontan immortalisierten existieren auch artifiziell im-
mortalisierte Zelllinien, beispielsweise durch die Transduktion der viralen Onkogene E6 und E7 des
humanen Papillomavirus (HPV) (57).

Anhand des dreidimensionalen EpiKutis-
Modells der Haut lassen sich die Unterschiede
in der Differenzierung und Wirkstoffempfindlich- £ = & % stratum corneum

-y e

<
keit der Zellen gegentiber einer herkdmmlichen & draet =

oD-Kultur demonstrieren. Der Einfluss von | 7‘1 W 0 e g —Stratum
Silber-Nanopartikeln (AgNPs) auf die primaren Y N -57?:_ o granulosum
Keratinozyten beider Modelle variiert deutlich g

mit einer stark reduzierten Toxizitat der AgNPs «€—Stratum spinosum

im 3D-Modell. In hdheren Konzentrationsbe- ¢
reichen betragt die Zellviabilitdt Ober 80%,

wahrend sie in der 2D-Kultur bereits unter 20% ' . 3
liegt (60). Der Grund dafur ist die Struktur des |
3D-Modells, die der Situation in vivo deutlich
naher kommt als der 2D-Monolayer (Abbildung
7). Aufgrund des verhornten Stratum corneum
werden die Zellen des 3D-Modells von den

' <€—Stratum basale

Abbildung 7:

' ' Charakterisierung des  3D-EpiKutis-Modells  aus
AgNPs abgeschirmt, was deren toxische Effekte primaren Keratinozyten, modifiziert nach (60)

reduziert. Der Anteil von aufgenommenen
AgNPs liegt im 3D-Modell bei lediglich 0,9%, wahrend das 2D-Modell 8,8% der Partikel aufnimmt
(60). Das 3D-Modell besitzt damit genau wie die Haut eine Barrierefunktion, die dem 2D-Modell fehlt.

3D-Modelle lassen sich durch den Einsatz verschiedener Zelltypen noch weiter an den physio-
logischen Gewebsaufbau annahern (55). Fir Hautmodelle bedeutet dies konkret eine Kokultur
von Fibroblasten, welche die Dermis reprasentieren, und Keratinozyten, die ein mehrschichtiges
Epidermisaquivalent bilden. Ein Beispiel dafir ist das von Lee et al. (61) mittels Bioprinting etablierte
Hautmodell. Mit dem Bioprinter werden erst Kollagen und Fibroblasten (HFF-1) schichtweise Uber-
einander aufgetragen. Dartber folgt der Biodruck einer Keratinozytenschicht (HaCaT). Der gesamte
Prozess nimmt ungefahr 40 Minuten in Anspruch. Durch die Reduktion des Mediumvolumens wird
im weiteren Verlauf eine Air-Liquid-Interface-Culture (ALI-Culture) geschaffen. Bei der ALI-Culture
sind die Keratinozyten an der Oberflache des Mediums mit Kontakt zur Luft lokalisiert. Unter diesen
Kulturbedingungen kommt es zur terminalen Differenzierung der Keratinozyten mit Bildung des
Stratum corneum (61).
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Alternativ zum Bioprinting existiert auch eine konventionellere Methode zur Herstellung von 3D-
Kokulturmodellen der Haut. Dabei werden Fibroblasten in einer Kollagenmatrix Gber mehrere
Tage als Monokultur auf einem Filter inkubiert bis sie ein einheitliches Gel bilden. Nun wird eine
Zellsuspension aus Keratinozyten hinzugegeben, deren Zellen sich Uber die Fibroblasten legen. Die
Endstrecke zur terminalen Differenzierung mittels ALI-Culture ist bei der Bioprinting-Methode und
dem konventionellen Verfahren identisch (61).

Ein weiteres Verfahren zur Fertigung eines Haut-Kokulturmodells wird von der Firma InSphero
genutzt. Fibroblasten formieren im Hanging-Drop eine Sphare, auf deren Oberflache anschlieBend
Keratinozyten aufgebracht und kultiviert werden (Abbildung 8) (62). Daflr ist im Gegensatz zu den
oben beschriebenen Verfahren kein Einsatz einer artifiziellen Kollagenmatrix notwendig. Stattdes-
sen wird die extrazellulare Matrix analog zur Situation in vivo eigenstandig von den Fibroblasten
hergestellt. Ein weiterer Unterschied ist, dass das InShpero-Modell komplett in Medium eingetaucht
ist. Eine ALI-Culture ist nicht notwendig, auch wenn diese die physiologische Umgebung der Haut
besser abbilden kdnnte (63).

A Seeding After 1 hour After 2-4 days Microtissue

=

A
Cells

=

Medium

Medium/air interface

Abbildung 8:

Hanging-Drop-Technik zur Herstellung von sphéarischen Zellkulturen (62)

Aus einer Zellsuspension wird ein hangender Tropfen gebildet, in dem die Zellen absinken und spharische
Mikrogewebe bilden
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1.5 Arzneimittelentwicklung
1.5.1 Phasen der Arzneimittelentwicklung

In der Entwicklung neuer Arzneimittel existieren verschiedene Phasen (Abbildung 9). Grundsatzlich
beginnt die Forschung praklinisch und geht in die klinische Prifung des Arzneimittels tber (64). Zu
Beginn steht dabei die Einflhrung eines neuen Pharmakons, die Folge einer Entdeckung oder der
Modifikation bereits existierender Wirkstoffe sein kann (65). Anschlie3end werden durch die praklini-
sche Untersuchung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen Erkenntnisse Uber die Hauptwirkung und To-
xizitat des neuen Wirkstoffes gesammelt. Es werden Nebenwirkungen erfasst und die therapeutische
Breite bestimmt. AuBerdem werden pharmakokinetische Parameter wie die Resorption, die Vertei-
lung, der Metabolismus und die Elimination untersucht (52). Im Gegensatz zur sich anschlieBenden
klinischen Prifung geschieht dies in der Praklinik ohne Einbezug menschlicher Proband*innen, son-
dern mittels in vitro-Experimenten und Tierversuchen (64).

) Antrag Erteilung der
~ Beginn der auf Zulassung  Zulassung
klinischen Prifung (I —
Préaklinik
— Entdeckung und Synthese
des potentiellen Arzneimittels
— Screening auf pharmakologische Phase |
Aktivitaten
>
Phase Il
— Reinigung
— Arzneiformen N Phase Il
— In-vitro- und
Tierversuche Phase IV
v . v v "
____________________________________________________________________________________________________________________________________________________ NE—
bis 10 Jahre 1 Jahr

Abbildung 9: Phasen der Arzneimittelentwicklung (64)

Die Arzneimittelentwicklung Iasst sich in den préklinischen Abschnitt und die klinische Priifung unterteilen. Die
Praklinik schlieBt die Entdeckung und Erforschung des Wirkstoffes in vitro und in Tierversuchen ein, wahrend
die klinische Prifung an Proband*innen durchgefiihrt wird. In Phase | handelt es sich um gesunde und in
Phase Il um erkrankte Proband*innen. Phase Il soll den Nachweis erbringen, dass der Wirkstoff einen thera-
peutischen Nutzen aufweist, bevor es zur Zulassung kommen kann. An die Zulassung schlief3t sich die Phase
IV an, in der eine Langzeitbeobachtung der Sicherheit und méglicher Arzneimittelinteraktionen erfolgt.

Die klinische Prifung beginnt mit der Phase |, in der das Medikament Ublicherweise an einer kleinen
Zahl gesunder Proband*innen angewendet wird. Dabei sollen die Vertraglichkeit getestet und die
praklinischen Erkenntnisse zur Pharmakodynamik und -kinetik auf den Menschen ausgeweitet
werden. In Phase Il wird der Wirkstoff an einer kleinen, homogenen Patientenpopulation mit thera-
peutischer Intention eingesetzt. Dabei soll die prinzipielle Wirksamkeit bei einer definierten Indikation
erfasst werden. Darliber hinaus sollen die Dosierung und die Sicherheit des Medikamentes genauer
untersucht werden. Phase Il schlieB3t eine gréBere Anzahl von Patient*innen ein, an denen der
therapeutische Nutzen der Substanz bei der entsprechenden Indikation nachgewiesen werden
soll. Klassischerweise werden dazu multizentrische, randomisierte, kontrollierte Doppelblindstudien
genutzt. Nach einem erfolgreichen Zulassungsprozess des Arzneimittels beginnt die Phase IV.
Hierbei handelt es sich um die Beobachtung der zugelassenen Medikamentenanwendung im
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Zusammenhang mit der Langzeitsicherheit sowie der Interaktion mit anderen Arzneimitteln (64).

1.5.2 Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen

In der praklinischen Medikamentenentwicklung missen Daten zu Hauptwirkung, Nebenwirkungen
und Toxizitat der Substanzen erhoben werden. Um diese in Form von Dosis-Wirkungs-Beziehungen
mathematisch zu beschreiben, kann die Hillfunktion (Formel 4) genutzt werden (66). Das mathema-
tische Modell wurde 1910 durch Archibald Vivian Hill eingeflihrt (Formel 1), um die Hamoglobinsatti-
gung in Abhangigkeit vom Sauerstoffpartialdruck in verschiedenen Salzlésungen darzustellen. Die
Formel ergab eine gute mathematische Annaherung an die Messergebnisse, die von Barcroft und
Camis erhoben wurden. Gleichzeitig war die Formel mit ihren zwei Konstanten (K und o) leicht an-
wendbar und erforderte weniger Rechenarbeit als alternative mathematische Modelle (67, 68). Wird
der Faktor 100 aus der originalen Hillfunktion durch die Variable ymax ersetzt und die Variable K
durch ¢ = K'/® entsteht eine allgemeinere Darstellung der Hillformel mit drei Konstanten (o, ¢ und
Ymax) (Formel 2). Um Dosis-Wirkungs-Beziehungen darzustellen, lassen sich die Variablen dieser
allgemeinen Hillfunktion fir die Verwendung in der Pharmakologie anpassen (Formel 3). Die Varia-
ble y wird zum beobachteten Effekt eines Pharmakons (E), die Variable ymax zum maximalen Effekt
(Emax)- Der unabhangigen Variable x wird die Wirkstoffkonzentration bzw. -dosis (C) zugeordnet. Die
urspringliche Variable ¢ wird durch die halbmaximale Konzentration bzw. Dosis (ECsg) ersetzt. Die
Konstante o wird als Hill-Exponent bezeichnet. Bei der Analyse von pharmakologischen Effekten
sollte eine zusatzliche Variable in die Hillfunktion eingefligt werden. Dabei handelt es sich um den
messbaren Effekt in Abwesenheit des Wirkstoffes (Eg). Als Resultat entsteht eine Hillfunktion mit
insgesamt vier Konstanten (Eg, Emax, ECso und a) (Formel 4) (68).

Kx“ YmaxX®
1 =100 —— 2 =—
My 1 + Kx« @ vy c™ + X©
y1 = H&dmoglobinséttigung in % y = abhangige Variable
x = Sauerstoffpartialdruck in mmHg X = unabhangige Variable
o und K : Konstanten der Funktion o, ¢ und ymax: Konstanten der Funktion
EmaxC* E <
@) E= o (4) E=Ep+ tmx
ECsp> + C* ECsp> + Co
E = Effekt des Wirkstoffes E = Effekt des Wirkstoffes
C = Konzentration bzw. Dosis Eq = Effekt ohne Wirkstoffeinfluss
Emax = maximaler Effekt C = Konzentration bzw. Dosis
ECso = halomaximale Konzentration bzw. Dosis Emax = maximaler Effekt
o = Hill-Exponent ECso = halbmaximale Konzentration bzw. Dosis

o = Hill-Exponent
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Abbildung 10:

Einfluss der Variablen o, ECs¢ und Ennax auf die Kurve der Hillfunktion

(a) eigene Darstellung, (b)-(d) modifiziert nach (66)

(a) Die aufsteigende Kurve (rot) wird durch die Vorzeichenanderung des Hill-Exponenten (a) zu der absteigen-
den Kurve (blau) (b) Die Steilheit der Kurve ist abhangig vom Betrag des Hill-Exponenten (a) (¢) Ein Anderung
der halbmaximalen Konzentration (ECsp) flihrt zu einer Rechts- bzw. Linksverschiebung der Kurve (d) Die
Asymptote, an die sich die Kurve annéhert, wird durch den maximal erreichbaren Effekt (Emax) bestimmt

Die Hillfunktion weist vier Konstanten auf, die Einfluss auf die Form der kontinuierlich ansteigenden,
sigmoidalen Kurve haben. Dem Hill-Exponenten (o) kommt hierbei eine doppelte Bedeutung zu.
Durch einen Vorzeichenwechsel des Hill-Exponenten (o) lasst sich ein kontinuierlich sinkender,
sigmoidaler Kurvenverlauf erreichen (Abbildung 10a) (68). AuBerdem steuert der Hill-Exponent (o)
mit seinem Betrag die Steilheit der Kurve, wobei die Steilheit mit dem Betrag zunimmt (Abbildung
10b). Bei der zweiten Konstanten handelt es sich um das Ausgangsniveau (Eg), welches durch
Messung einer unbehandelten Kontrolle erhoben werden kann. In Abbildung 10b bis 10d schneiden
alle Kurven die y-Achse bei 100, was somit Eq entspricht. Die dritte Konstante ist die 50%ige Effek-
tivkonzentration (ECsg), bei der ein Wirkstoff seine halomaximale Wirkung entfaltet. Bei steigender
ECs5o kommt es zur Rechtsverschiebung der Kurve, bei sinkender ECsq wird die Kurve nach links
verschoben (Abbildung 10c). Die vierte Konstante ist das Wirkmaximum Enax. Es definiert den Wert,
auf welchen die Kurve in hohen Dosisbereichen zuldauft (Abbildung 10d) (66).

Aus Dosis-Wirkungs-Kurven lassen sich verschiedene Informationen gewinnen. Die Potenz eines
Medikamentes Iasst sich auf zellularer Ebene mit der 50%ig effektiven Konzentration (ECsp) beschrei-
ben (69). Je geringer diese ist, desto hbher ist die Potenz des Wirkstoffes. Fir hemmende Wirkstoffe
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kann zur Quantifizierung der Potenz die 50%ig inhibitorische Konzentration (ICsq) herangezogen wer-
den (70). Bei der Untersuchung der Toxizitat kann die Konzentration beschrieben werden, bei der die
Halfte der Zellen stirbt (LDsp) (71).

1001 V100 4
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S 5
= 404 - 40 N g
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0 0 =

Konzentration (g/ml)

—_———— Substanz A
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(a) Dosis-Wirkungs-Kurven und Dosis-Letalitats-Kurven

LD LD LD
Substanz 0 ] 0
A — 1000 =500 2250
B — 1000 ~ 10 ~ 025

(b) Therapeutische Indices

Abbildung 11:

Dosis-Wirkungs-Beziehung und therapeutischer Index der Wirkstoffe A und B im Vergleich (72)

ED5q/75: 50%ige bzw. 75%ige Effektivdosis, LDsg05: 50%ig bzw. 25%ig letale Dosis

(a) Die Dosis-Wirkungs-Kurve (Linie) und die Dosis-Letalitats-Kurve (gestrichelte Linie) der Substanz A verlau-
fen deutlich steiler als die Kurven der Substanz B. Gleichzeitig weisen beide Substanzen die selbe EDs5q und
LDso auf (Schnittpunkte der Kurven)

(b) Der therapeutische Index einer Substanz variiert mit der Art der Effektivdosis und letalen Dosis, die zur
Berechnung herangezogen werden. Der Quotient LDsy / ED5q ergibt fiir die Substanzen A und B den selben
therapeutischen Index von 1000. Im Gegensatz dazu betragt der therapeutische Index aus dem Quotienten
LD,s / ED75 flir Substanz A 500 und f(ir Substanz B 10.

Die therapeutische Breite ist eine weitere GrdBe, die aus Dosis-Wirkungs-Kurven enthommen wer-
den kann. Sie beschreibt den Dosisabstand zwischen der gewiinschten Arzneimittelwirkung und der
toxischen Wirkung eines Medikaments. Anhand von Abbildung 11a lassen sich die Prinzipien der
therapeutischen Breite gut veranschaulichen. Kurve | stellt die Dosis-Wirkungs-Kurve von Substanz
A dar und Kurve Ill dessen Dosis-Letalitats-Kurve. Die Kurven verlaufen nahezu senkrecht sowie
parallel zueinander. Folglich entsteht zwischen ihnen ein Dosisbereich, der von keiner der Kurven
durchkreuzt wird. Dieser Dosisbereich entspricht der therapeutischen Breite der Substanz A.

Etwas komplizierter gestaltet sich die Charakterisierung der therapeutischen Breite von Substanz B.
Die Kurven Il und IV sind zwar ebenfalls parallel verschoben, da sie allerdings eine flache Steigung
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aufweisen, setzt die Toxizitat bereits ein, bevor die Wirkung ihr Maximum erreicht. Konkret bedeutet
dies, dass sich die maximale Wirkung der Substanz B nur erreichen Iasst, wenn daflir der toxisch
bedingte Tod eines behandelten Anteils in Kauf genommen wird.

Substanz B besitzt also eine geringere therapeutische Breite als Substanz A, obwohl beide Sub-
stanzen die selbe 50%ige Effektivdosis (EDs5q) bzw. 50%ig letale Dosis (LDsg) aufweisen (Kurven |
und Il sowie Kurven Ill und IV schneiden sich jeweils bei 50%). Der entscheidende Unterschied liegt
also in der Steigung der Kurven. Wahrend bei Substanz A die Steigerung der Dosis eine kraftige
Wirkungssteigerung zur Folge hat (steile Kurve), wird bei Substanz B die Wirkung in geringerem
MaBe gesteigert (flache Kurve).

Um die therapeutische Breite zu quantifizieren, lasst sich der therapeutische Index nutzen. Er
wird aus dem Quotienten eines Punktes der Dosis-Letalitats-Kurve und eines Punktes der Dosis-
Wirkungs-Kurve gebildet. Wahit man fir die Substanzen A und B jeweils die LDsg und EDsq zur
Berechnung des therapeutischen Index erhalt man die selbe Zahl (Abbildung 11b). Wie oben bereits
beschrieben, liegt der Grund darin, dass die LD5y und EDsg beider Substanzen identisch sind und
keinerlei Aussage Uber die Steigung der Kurven zulassen.

Um der Kurvensteigung beim therapeutischen Index gerecht zu werden, missen also andere Punkte
auf den Kurven gewahlt und miteinander ins Verhaltnis gesetzt werden. Je weiter die gewahlten
Punkte von der LDsq bzw. EDsgg entfernt sind, desto genauer wird die Steigung im therapeutischen
Index abgebildet. Gleichzeitig steigt zu den Randbereichen der Kurven hin jedoch die experimentelle
Unsicherheit der gemessenen Werte. Daher sollten die gewahlten Punkte einen Kompromiss
zwischen der Bericksichtigung der Kurvensteigung und der Messsicherheit darstellen. Deswegen
ist in Abbildung 11b die LD»5 und die ED75 gewéhlt, um die therapeutischen Indices von Substanz A
und B zu vergleichen. Substanz A hat dabei mit 500 einen deutlich héheren therapeutischen Index
als Substanz B mit 10 und damit auch die gréBere therapeutische Breite (72).

Insgesamt bieten Hillfunktionen und ihre sigmoidalen Kurven also gute Mdglichkeiten die Dosis-
Wirkungs-Beziehung von Pharmaka in vivo und in vitro zu charakterisieren.
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1.6 Fragestellung

Diese Arbeit steht im Kontext eines potentiellen Einsatzes des glykosidierten Phospholipids Inositol-
C2-PAF als topisches Therapeutikum der Psoriasis. Zur Behandlung dieser chronisch entzlindlichen
Hauterkrankung stehen bereits topische und systemische Medikamente zur Verfligung. Inositol-
C2-PAF koénnte diese sinnvoll erganzen, zumal sich die systemischen Medikamente durch eine
kumulative Toxizitat (z.B. MTX) oder hohe Kosten (Biologika) auszeichnen. Inositol-C2-PAF zeigt
in vitro differenzierungsférdernde, antiproliferative und antiinflammatorische Eigenschaften bei
der Behandlung von immortalisierten Keratinozyten. Auch in vivo konnte die Wirksamkeit von
Inositol-C2-PAF an zwei komplementéaren Psoriasis-Mausmodellen gezeigt werden.

In dieser Arbeit soll der Einfluss des Wirkstoffs auf primare humane Keratinozyten und Fibroblasten
verschiedener Spender bestimmt werden. Dabei sollen konzentrationsabhangige Effekte auf die
metabolische Aktivitat und die Zellzahl beider Zelltypen Uber die Zeit erfasst werden. Zur Auswertung
der Datenreihen wird die Hillfunktion als mathematisches Modell von Dosis-Wirkungs-Beziehungen
herangezogen.

Daruber hinaus soll in dieser Arbeit der Einfluss des Wirkstoffs auf die Differenzierung humaner Ke-
ratinozyten charakterisiert werden. Hierflr wird das in der B-Testung befindliche 3D-Kokultur-Modell
aus primaren Keratinozyten und Fibroblasten der Firma InSphero herangezogen. 3D-Kokulturen
bieten gegentber 2D-Kulturen den Vorteil, der in vivo-Situation besonders nahe zu kommen. In
diesem Rahmen soll auch untersucht werden, ob Effekten von TNFa, einem zentralen Zytokin in der
Pathogenese der Psoriasis, durch Inositol-C2-PAF entgegengewirkt werden kann. Von besonderem
Interesse dabei sind mit Keratin 1 und Filaggrin zwei terminale Differenzierungsmarker von Keratino-
zyten, die bei der Psoriasis vermindert exprimiert werden.

Dementsprechend lassen sich folgende Fragestellungen formulieren:

1) Wie beeinflusst Inositol-C2-PAF die metabolische Aktivitat und den Proteingehalt primarer hu-
maner Hautzellen?

2) Ist das 3D-Kokultur-Modell von der Firma InSphero geeignet, um praklinische Untersuchungen
in der Arzneimittelentwicklung durchzufiihren?

3) Welchen Effekt haben TNFa und Inositol-C2-PAF auf die Keratinozytendifferenzierung im 3D-
Kokultur-Modell?
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2 Material und Methoden
2.1 Gerate und Verbauchsmaterialien

Tabelle 1: Geréte

Gerat
Absaugsystem Vacusafe & Vacuboy

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Airstream

Class Il Biological Safety Cabinet AC2-4E1
Inkubationsbad Typ 1004

Prazisionswaage Adventurer Analytical AR2140

Digital-pH-Meter 646

Pipetten

Lichtmikroskop Diavert
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
AxioCam b/w 412-311
Fluoreszenzkontrollgerat Colibri Controller
Vortex-Mixer Vortex-Genie 2

Absorbance Microplate Reader Sunrise
Pinzetten

Scheren

Rotationsschuttler Stuart Gyro-Rocker SSL3
Rotationsschttler Typ 3005

Gitternetz

Neubauer-Zahlkammer
Inkubator 6000 (37°C, 5% CO»)
Zentrifuge Megafuge 1.0
Zentrifuge 1K15

Micro-Zentrifuge Tomy Capsulefuge PMC-060

Hersteller
Integra Biosciences
Esco Lifesciences

GFL

Ohaus

Knick
Eppendorf
Leica

Carl Zeiss
Carl Zeiss
Carl Zeiss
Scientific Industries
Tecan

Megro

Megro
Cole-Parmer
GFL

Heizung & Sanitar
Eichelkraut
Marienfeld
Heraeus
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Tomy Kogyo

Sitz des Herstellers
Zizers, CH
Friedberg, D

Burgwedel, D
Parsippany, NJ, USA
Berlin, D

Hamburg, D
Wetzlar, D
Oberkochen, D
Oberkochen, D
Oberkochen, D
Bohemia, NY , USA
Mannedorf, CH
Solingen, D
Solingen, D
Wertheim, D
Burgwedel, D
Teltow, D

Lauda Kdnigshofen, D
Hanau, D
Waltham, MA, USA
Steinheim, D
Tokio, J
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Parafilm M Laboratory Film

Spritzen
Kandlen
Sterilfilter (20um)

Nunc Kryoréhrchen (1ml)

Mr. Frosty Gefrierbehalter

Falcon Cell Strainer (70um)

Falcon Cell Culture Dishes (100x20mm, 60x15mm)
Falcon Conical Tubes (15ml, 50ml)

ReaktionsgefaBe (1,5ml, 2ml)

Falcon Tissue Culture Treated Flasks (75cm?, 25cm?)
Falcon 96-Well Clear Flat Bottom TC-treated Culture

Microplate

GravityTRAP 96-Well-Platte

ImmunoPen
Deckglaser

Pipettenspitzen (2,5ul, 10ul, 20ul, 100ul, 300ul, 1000ul)
Pipettenspitzen (200ul, 5000pl)

Hersteller

Pechiney Plastic

Braun

Braun
Sarstedt
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Corning
Corning
Corning
Sarstedt
Corning
Corning

InSphero
Merck
Menzel
Sarstedt
Eppendorf

Sitz des Herstellers
Chicago, IL, USA
Melsungen, D
Melsungen, D
NUmbrecht, D
Waltham, MA, USA
Waltham, MA, USA
Corning, NY , USA
Corning, NY , USA
Corning, NY , USA
NUmbrecht, D
Corning, NY , USA
Corning, NY , USA

Schlieren, CH
Darmstadt, D
Braunschweig, D
NUmbrecht, D
Hamburg, D
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2.2 Chemikalien, Losungen, Medien und Antikorper

Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalie

Fotales Kalberserum (FCS)
Ziegenserum
Penicillin/Streptomycin (P/S)
L-Glutamin (200 mM)
Calcium-Chlorid
RPMI-1640
Fluoromount

Skin Reaktivation Medium
FibroLife

Transferrin

TGF-a

Epinephrin

Insulin

Hydrocortisol

Extract P

L-Glutamin

2,5% Trypsin in PBS
Kollagen A (1mg/ml)
Trypan-Blau-Ldsung
EDTA (C10H16N20s)
Dispase-ll
Kollagenase-Pulver
Ethanol
Trichloressigsaure (TCA)
Essigsaure

Salzsaure (HCI)
Sulforhodamin B
Triton-X-100

Isopropanol
Paraformaldehyd (PFA)
Agarose

TNFo

Rotihistol

Tween20
Inositol-C2-PAF

Hersteller

PAN-Biotech
PAN-Biotech
PAN-Biotech
PAN-Biotech

Lifeline Cell Technology
Lonza Bioscience
Sigma-Aldrich
InSphero

Lifeline Cell Technology
Lifeline Cell Technology
Lifeline Cell Technology
Lifeline Cell Technology
Lifeline Cell Technology
Lifeline Cell Technology
Lifeline Cell Technology
Lifeline Cell Technology
Biowest

Biochrom
Sigma-Aldrich

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Biochrom

Carl Roth

Carl Roth

Merck

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher

Carl Roth

Lonza

ImmunoTools

Carl Roth
Sigma-Aldrich

Sitz des Herstellers
Aidenbach, D
Aidenbach, D
Aidenbach, D
Aidenbach, D
Frederick, MD, USA
Basel, CH
Steinheim, D
Schlieren, CH
Frederick, MD, USA
Frederick, MD, USA
Frederick, MD, USA
Frederick, MD, USA
Frederick, MD, USA
Frederick, MD, USA
Frederick, MD, USA
Frederick, MD, USA
Nuaille, FRA

Berlin, D
Steinheim, D
Karlsruhe, D
Steinheim, D
Berlin, D

Karlsruhe, D
Karlsruhe, D
Darmstadt, D
Karlsruhe, D
Steinheim, D
Steinheim, D
Waltham, MA, USA
Karlsruhe, D

Basel, CH
Friesoythe, D
Karlsruhe, D
Steinheim, D

Synthese von Vadim Shmanai (Minsk, BLR)
nach dem Protokoll von Fischer et al. 2006 (35)
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Fortsetzung Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalie Hersteller Sitz des Herstellers
Gibco Phosphate Buffered Saline (PBS) Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) Corning Corning, NY , USA
Bisbenzimid Trihydrochlorid (H33342) Sigma-Aldrich Steinheim, D
Bovines Serumalbumin (BSA) PAN-Biotech Aidenbach, D
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth Karlsruhe, D
Dinatriumhydrogenphosphat (NaaHPO,) Carl Roth Karlsruhe, D
Natriumdihydrogenphosphat (NaH-HPQO,) Carl Roth Karlsruhe, D
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth Karlsruhe, D
Tri-Natriumcitrat Dihydrat Carl Roth Karlsruhe, D
DermalLife K Complete Medium Lifeline Cell Technology Frederick, MD, USA
Dimethylsulfoxid (DMSQ) AppliChem Darmstadt, D
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- Sigma-Aldrich Steinheim, D

tetrazolium-bromid (MTT)

Tabelle 4: Losungen

Kollagenbeschichtung
Dispase-Il-Losung

Kollagenase-Ldsung
PBS-EDTA
Trypsin/EDTA-L6sung
Sulforhodamin B-Lésungen

MTT-Lésung
Triton-X-100-L6sungen

Saure Isopropanol-Lésung
PFA-Lésung
Agarose-Losung

10x PBS (pH7,8)

Natrium-Citrat-Ldsung
(pHS)
Tween20-Lésungen

Ziegenserum-Ldsung
BSA-Ldsung
FCS-DMSO-L6sung

0,002% Kollagen-A in Aqua dest

0,5% Dispase-Il in RPMI-1640 + 1% 100x P/S

+ 1% 10x L-Glutamin

0,1% Kollagenase in RPMI-1640

1,7 mM EDTA in PBS

0,25% Trypsin, 2,21 mM EDTA, 1x Natriumbicarbonat
Keratinozyten: 0,057% SRB in 1% Essigsaure

Fibroblasten: 0,5% SRB in 1% Essigsaure

12 mM MTT in PBS

Permeabilisierung histologischer Schnitte: 0,1% Triton-X-100 in PBS
Zelllyse: 4% Triton-X-100 in PBS

5% 1M Salzsaure in Isopropanol

4% PFA in PBS

2% Agarose in PBS

1,4 M NaCl + 110 mM Na;HPQO4 + 8,3 mM NaH>PO,4 in Aqua dest.
Titration mit HCI auf pH7,8

10 mM Tri-Natriumcitrat Dihydrat in Aqua dest. + 0,05% Tween20
Titration mit HCI auf pH6

0,1% Tween20 in PBS

Lésung von Sekundarantikbrpern/H33342: 0,05% Tween20 in PBS
10% Ziegenserum in 0,1%-Tween20-Lésung

3% BSA in PBS

10% DMSO in FCS

32



Tabelle 5: Medien

Transportmedium

Isolationsmedium

Keratinozyten-
Kulturmedium

Fibroblasten-Kulturmedium

Fibroblasten-Assaymedium

3D-Kokultur-Medium

500mlI RPMI-1640 + 10% FCS + 1% 100x P/S + 1% 10x L-Glutamin

500mI RPMI-1640 + 1% 100x P/S + 1% 10x L-Glutamin

500mI Dermalife K Complete Medium + 1% 100x P/S

+ 5ug/ml Transferrin + 0,5ng/ml TGF-o + 1uM Adrenalin

+ 5pg/ml Insulin + 100ng/ml Hydrocortisol + 0,4% Extract P
+ 6mM L-Glutamin + 0,14mM Calcium-Chlorid

500mI DMEM + 10% FCS + 1% 100x P/S + 1% 10x L-Glutamin

FibroLife

Skin-Reaktivation-Medium

Tabelle 6: Priméarantikérper

Antigen Wirt Hersteller Sitz des Herstellers
S100A4 Rabbit Acris Herford, D
Pan-Cytokeratin (AE1/AE3) Mouse Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Keratin 1 Rabbit Covance / HISS Princeton, NJ, USA
Filaggrin Mouse Santa Cruz Dallas, TX, USA
Tabelle 7: Sekundarantikérper
Antikorper Hersteller Sitz des Herstellers
Goat anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 594 Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Goat anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Goat anti-Mouse IgG, Alexa Fluor 594 Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Goat anti-Mouse IgG, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Waltham, MA, USA

2.3 Kultivierung primarer Zellen

Kultur von Zellen

Die Zellkulturen wurden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Primare Keratinozyten wurden daflr auf
Kollagen-A-beschichteten Flaschen ausgesét. Als Kulturmedium diente Dermalife + 0,14 mM Ca?*.
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Far die Kultivierung primarer Fibroblasten war keine Beschichtung der Kulturflaschen notwendig. Als
Kulturmedium wurde DMEM + 10% FCS genutzt. Der Mediumwechsel erfolgte sowohl fir Fibroblas-
ten als auch fiir Keratinozyten alle 2-3 Tage. Daflir wurden die Zellen stets mit PBS gewaschen.

Bei einer Konfluenz von ca. 70% wurden die Kulturen gesplittet. Das Abldsen der Zellen erfolgte
mittels finfmindtiger Inkubation mit Trypsin/EDTA-LOsung. Die so entstandene Zellsuspension wurde
in ein Falcon-Gefaf tberfihrt und fir 3 Minuten bei 900 rpm zentrifugiert. Nach dem Absaugen des
Uberstandes blieb ein Zellpellet zuriick, welches im entsprechenden Medium resuspendiert wurde.
Die Suspension wurde entweder zur Durchfiihrung von Experimenten, fir die Erhaltungskultur oder
zur Kryokonservierung verwendet.

Zahlen von Zellen

Die Zellzahlermittlung in Zellsuspensionen erfolgte mittels Trypan-Blau-Farbung und Auszahlung
in der Neubauer-Zahlkammer. Daflr wurde die Zellsuspension im Verhaltnis 1:5 mit Trypan-Blau-
Lésung verdinnt. Die lebenden Zellen in den vier Quadranten der Neubauer-Zahlkammer wurden
unter dem Lichtmikroskop gezahlt. Aus den ermittelten Werten der Quadranten wurde das arithmeti-
sche Mittel gebildet und mit der Formel 5 die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension berechnet.

(5) Lebende Zellen / ml Suspension = Mittelwert der Quadranten - 5 - 10*

Einfrieren von Zellen

Fir die Kryokonservierung wurden die kultivierten Zellen zunachst mit PBS/EDTA gewaschen
und anschlieBend far 7 Minuten mit Trypsin/EDTA-L6sung abgelést. Die Zellsuspension wurde
in ein Falcon-GefaB Uberfihrt und fir 3 Minuten bei 900 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in FCS-DMSO-Lésung resuspendiert und auf Kryoréhrchen verteilt.
Die Kryoréhrchen wurden in Isopropanol gelagert und bei -80°C eingefroren.

Auftauen von Zellen

Zum Auftauen von Zellen wurden die Kryoréhrchen bei ca. 37°C erwarmt. Die aufgetaute DMSO-
haltige Zellsuspension wurde in einem Falcon-Gefa3 mit ebenfalls ca. 37°C warmem Medium
verdiinnt. Es folgte die Zentrifugation fiir 3 Minuten bei 900 rpm. Der Uberstand wurde abgesaugt
und die Zellen im jeweiligen Medium resuspendiert. Nach einer Zellzahlbestimmung wurde die
gewtinschte Zellzahl in Kulturflaschen tberfihrt.

Kollagenbeschichtung

Die Kulturflaschen und 96-Well-Platten der Keratinozyten wurden mit einer 0,002%igen Kollagen-A-
Lésung in Aqua dest. Gber Nacht bei 4 °C beschichtet. Vor Gebrauch wurden sie mit PBS gewaschen.
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2.4 Praparation primarer Zellen

Zur Praparation von primaren Fibroblasten und primaren Keratinozyten dienten Praputien von
Zirkumzisionen aus medizinischer Indikation. Ein positives Ethikvotum lag vor (Antragsnummer
EA1/192/15). Vor der Praparation wurden die Praputien fir 30 Sekunden mit 80%igem Ethanol
desinfiziert und anschlieBend mit PBS gespllt. Die ringférmigen Gewebe wurden aufgeschnitten
und die Subkutis von der Dermis und Epidermis mit Schere und Pinzette abgetrennt und verworfen.
Das verbliebene Gewebe aus Dermis und Epidermis wurde auf ein Gitternetz aufgespannt und in
Dispase-lI-L6sung tber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am Folgetag wurde die Epidermis mit der Pinzette vorsichtig von der Dermis abgezogen, in kleine
Stiicke von ca. 5mm? GréBe zerteilt und in Trypsin-Ldsung bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Mit
der Entstehung einer graulichen Schattierung der Epidermisstiicke wurde der Trypsinverdau mit
serumfreiem RPMI-Medium gestoppt. Die Epidermisstlicke wurden einzeln auf einen Cellstrainer
transferiert, der sich tiber der Offnung eines Falcon-GefaBes befand. AnschlieBend wurden sie mit
einem Spritzenstempel vorsichtig auf dem Cellstrainer zerdriickt und wiederholt mit serumfreiem
RPMI-Medium umspult, wodurch die Keratinozyten in das Falcon-Gefal3 gelangten. Die Zellen
wurden fiir 5 Minuten bei 1.200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet
in Keratinozyten-Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt und anschlieBend in einer
Dichte von 2,6 x 10* / cm? in Kollagen-A-beschichtete Zellkulturflaschen ausgesét.

Die Isolierung der Fibroblasten erfolgte aus der Dermis, die nach dem Abziehen der Epidermis
zuriickblieb. Die Dermis wurde ebenfalls in kleine Stiicke von ca. 5mm? GroBe zerschnitten.
Die Sticke wurden in Kollagenase-L6sung bei 37°C und 5% CO. inkubiert und anschlieBend in
serumfreiem RPMI-Medium mit Hilfe des Cellstrainers von den Geweberesten abgetrennt. Die
Zellen wurden bei 1.200 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert und in DMEM + 10% FCS resuspendiert.
Ohne vorherige Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension in eine unbeschichtete Kulturflasche
(75cm?) Gberfiihrt.

2.5 Kultivierung der InSphero-3D-Kokultur-Modelle

Die spharischen 3D-Kokulturen aus primaren humanen Keratinozyten und Fibroblasten wurden von
der Firma InSphero bezogen. GemafR den Angaben der Firma wurden die GravityTRAP-96-Well-
Platten erst bei 250¢g fur 2 Minuten zentrifugiert und dann ihre Plastikfolien entfernt. Noch am sel-
ben Tag wurden den Herstellerangaben folgend aus den Wells 70-75 ul Uberstand durch Skin-
Reaktivation-Medium ersetzt. Am Folgetag wurden 75 pl Uberstand durch Medium ohne Zusétze
(Kontrolle), Medium mit 1,25 uM Inositol-C2-PAF, Medium mit 1 ng/ml TNFa sowie Medium mit
Inositol-C2-PAF und TNFa in Kombination ersetzt. Am vierten Tag wurde diese Behandlung wie-
derholt. Alle Kokulturen wurden zu allen Zeitpunkten, an denen nicht mit ihnen gearbeitet wurde, bei
37°C und 5% CO: inkubiert. Die Gewebe wurden zur Beendigung des Experimentes am funften Tag
far 60 Minuten mit 4% PFA in PBS fixiert. Die fixierten Gewebe wurden in einem Reaktionsgefal3 in
ca. 37°C warmer 2%iger Agarose in Aqua dest. eingebettet und kurz zentrifugiert. Die in Agarose ein-
gebetteten Gewebe wurden paraffiniert, geschnitten und fir Hamatoxylin-Eosin- sowie verschiedene
Immunfluoreszenzanalysen weiter verwendet.
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2.6 Methoden zur Bestimmung der Viabilitat und Proteinmasse
2.6.1 MTT-Assay

Der MTT-Assay basiert auf 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid (MTT),
das durch den mitochondrialen Stoffwechsel metabolisiert wird. Zellkulturen werden mit MTT-Salz
inkubiert, welches intrazellular zu Formazan reduziert wird. AnschlieBend werden die Zellen lysiert
und das Formazan aufgeldst. Von der entstehenden homogenen Lésung wird die optische Dichte
bestimmt (73). Somit kann im Verhaltnis zu einer unbehandelten Kontrolle auf die Zellviabilitat
geschlossen werden (74).

Nach einer Zellzahlbestimmung wurden die untersuchten Zellen in der entsprechenden Konzentrati-
on in die Wells einer 96-Well-Platte ausgesét. Die Zellzahl der Fibroblasten betrug dabei 1,9 x 10*
Zellen pro Well. Als Medium wurde FibroLife verwendet. Die Keratinozyten wurden mit einer Zellzahl
von 1,68 x 10* pro Well ausgesat, wobei die Wells vorher mit Kollagen-A beschichtet wurden. Als
Medium wurde fir primére Keratinozyten DermalLife + 0,14 mM Ca®* genutzt.

Nach der Adharenz der Zellen erfolgte ein einmaliges Waschen mit PBS sowie ein Mediumwechsel
und die Inkubation der Kulturen bei 37 °C und 5% CO, Uber Nacht. Am nachfolgenden Tag wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit den angegebenen Konzentrationen Inositol-C2-PAF behandelt.
Nach einer Inkubationszeit von 24, 48 oder 72 Stunden wurde der Uberstand mit 10 uL 12mM MTT-
Lésung versetzt und fir weitere 4 Stunden inkubiert. Einige Wells mit unbehandelten Zellen wurden
mit 4% Triton-X-100 in PBS fur 20 Minuten lysiert. Die lysierten Zellen stellten die Negativkontrolle
fiir 100% tote Zellen dar. Nach der vierstiindigen Inkubation mit MTT wurde der komplette Uberstand
abgesaugt und die Zellen mit 100 uL saurem Isopropanol behandelt. Lichtgeschiitzt wurden die 96-
Well Platten fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf der Wippe gelagert. SchlieBlich erfolgte die
Messung der optischen Dichte bei 570nm.

2.6.2 SRB-Assay

Beim SRB-Assay wird die Eigenschaft des Farbstoffes Sulforhodamin B (SRB) genutzt, pH-abhangig
Proteine von TCA-fixierten Zellen zu binden. Unter sauren Bedingungen wird SRB an basische
Aminosauren gebunden wahrend es im basischen Milieu wieder dissoziiert. Die Farbung erfolgt
durch Zugabe von Farbstoff, der in Trichloressigsaure (TCA) geldst ist. Um den gebundenen Farbstoff
wieder zu l6sen und die optische Dichte der Lésung auszuwerten, wird die Base TRIS verwendet.
Der gebundene Farbstoff ist dabei direkt proportional zur Zellmasse. Das Absorptionsmaximum des
Farbstoffes liegt bei 564 nm. Um einen linearen Zusammenhang bei der Messung zu gewahrleisten,
wird jedoch ein Wellenlangenbereich von 490 bis 530 nm empfohlen (75).

Nach einer Zellzahlbestimmung wurden die untersuchten Zellen in der entsprechenden Konzentrati-
on in die Wells einer 96-Well-Platte ausgesét. Die Zellzahl der Fibroblasten betrug dabei 1,9 x 10*
Zellen pro Well. Als Medium wurde FibroLife verwendet. Die Keratinozyten wurden mit einer Zellzahl
von 1,68 x 10* pro Well ausgesat, wobei die Wells vorher mit Kollagen-A beschichtet wurden. Als
Medium wurde fiir primére Keratinozyten DermalLife + 0,14 mM Ca?* genutzt.
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Nach der Adharenz der Zellen erfolgte ein einmaliges Waschen mit PBS sowie ein Mediumwechsel
und die Inkubation der Kulturen bei 37°C und 5% CO. Uber Nacht. Am nachfolgenden Tag wur-
den die Zellen mit PBS gewaschen und mit den angegebenen Konzentrationen Inositol-C2-PAF
behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 24, 48 oder 72 Stunden wurden die Zellen mit 5% TCA
fir eine Stunde bei 4°C fixiert. Danach wurden die Zellen viermal mit PBS gewaschen und bei
Raumtemperatur getrocknet. Die fixierten Zellen wurden mit 100ul SRB in 1%iger Essigsaure fir
30 Minuten wippend bei Raumtemperatur gefarbt. Die SRB-Konzentration wurde fir den jeweiligen
Zelltyp optimiert und betrug bei den Fibroblasten 0,5% und bei den Keratinozyten 0,057%. Im
Anschluss wurden die Zellen viermal mit 1%iger Essigsaure gewaschen und bei Raumtemperatur
getrocknet. Mit 200 pl TRIS-Lésung pro Well wurde der Farbstoff Gber 5 Minuten auf der Wippe bei
Raumtemperatur gel6st. Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 492nm.

2.7 Histologie und Immunhistochemie
2.7.1 Paraffineinbettung und Anfertigung von Diinnschnitten

Die fixierten und in Agarose stabilisierten InSphero-3D-Kokulturen wurden am Institut fiir Pathologie
der Charité - Universitatsmedizin Berlin in Paraffin eingebettet. Dazu wurden die Gewebe zunachst
in einer aufsteigenden Ethanolreihe und mit Aceton dehydriert (Tabelle 8). Es folgte die Behandlung
mit Xylol und schlieBlich die Einbettung in Paraffin. Mit dem Mikrotom wurden die gewebehaltigen
Paraffinbl6cke geschnitten (Schnittdicke 4-5 um) und auf Objekttrager aufgezogen.

Tabelle 8: Paraffineinbettung

Agenzien Applikationszeit
70% Ethanol 2 Stunden
80% Ethanol 1,5 Stunden
95% Ethanol 1,5 Stunden
95% Ethanol 2 Stunden
100% Ethanol 2 Stunden
100% Ethanol 3 Stunden
Ethanol / Aceton (1:1) 1,5 Stunden
Aceton 1 Stunde
Xylol 2 Stunden
Xylol 2 Stunden
Paraffin 2 Stunden
Paraffin 2 Stunden




2.7.2 Histologische Methoden

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Ebenfalls am Institut fir Pathologie der Charité - Universitatsmedizin Berlin erfolgte die Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE-Farbung) der Gewebsschnitte (Tabelle 9). In einer absteigenden Ethanolreihe
wurden die Gewebe dafiir zuvor hydriert und anschlieBend gefarbt.

Tabelle 9: Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Agenzien Applikationszeit
99,8% Ethanol 10 Minuten

96% Ethanol 1 Minute

70% Ethanol 1 Minute
Hamalaun-Lésung nach Mayer 10 Minuten

Aqua dest. 10 Minuten

0,5% Eosin-Ldsung 5 Minuten

96% Ethanol 1 Minute

70% Ethanol 1 Minute

Indirekte Immunfluoreszenzanalyse

Fir die Immunfluoreszenzanalyse wurden die Gewebsschnitte zunachst entparaffiniert und mit
einer absteigenden Ethanolreihe hydratisiert (Tabelle 10). Fir die PanCK-S100A4-Doppelfarbung
wurden die Schnitte der Kokulturen mit 0,1% Triton-X-100 in PBS fir 10 Minuten permeabilisiert
und fir 2 Minuten in PBS gewaschen. Bei der Keratin1-Filaggrin-Doppelfarbung war keine Per-
meabilisierung erforderlich. Es folgte die Antigendemaskierung mittels Natrium-Zitrat-Puffer und die
Blockierung, welche bei der PanCK-S100A4-Doppelfarbung mit 3%iger BSA-Lésung und bei der
Keratin1-Filaggrin-Doppelfarbung mit 0,1%iger Tween20-Lésung mit 10% Ziegenserum erfolgte. Die
Primarantikdrper wurden bei 4°C, die Sekundarantikérper und Bisbenzimid Trihydrochlorid (H33342)
fir die Kernfarbung bei Raumtemperatur inkubiert (Tabelle 11). Zum Eindecken der Objekktrager
wurde Fluoromount verwendet.
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Tabelle 10: Protokoll zur Entparaffinierung und Immunfluoreszenz

Protokoll
Entparaffinieren
Hydratisieren

Ggf. Permeabilsieren
Antigendemaskierung

Waschen

Blockieren

Waschen

Primarantikdrper

Waschen
Sekundarantikérper / H33342
Waschen

Trocknen

Eindecken

Agenzien

Rotihistol

100% Ethanol

95% Ethanol

80% Ethanol

Aqua dest.
antikdrperabhangig
Natrium-Zitrat-Puffer 100°C
Natrium-Zitrat-Puffer RT
0,1% Tween20 in PBS
antikdrperabhangig
0,1% Tween20 in PBS
antikdrperabhangig
0,1% Tween20 in PBS
antikdrperabhangig
0,1% Tween20 in PBS

Fluoromount

Applikationszeit
2 x 5 Minuten

2 x 3 Minuten

1 Minute

1 Minute

1 Minute
antikbrperabhangig
25 Minuten

20 Minuten

2 x 2 Minuten

30 Minuten

1 Minute

tber Nacht

3 x 5 Minuten
antikbrperabhangig
3 x 5 Minuten

2 Stunden

Tabelle 11: Protokolle der Immunfluoreszenzfarbungen

Farbung

PanCK-S100A4

Keratin1-Filaggrin  10%

Blockierung

3% BSA in PBS

Ziegense-
rum in 0,1%iger
Tween20-Lsg

Primarantikorper

PanCK-AK(1:150),
S100A4-AK(1:150)
in 3%iger BSA-Lsg
Uber Nacht bei 4°C

Keratin1-AK(1:500),
Filaggrin-AK(1:40)
in 0,1% Tween20-
Lsg Uber Nacht bei
4°C

Sekundarantikérper/Farbstoff

H33342(1:3000), GAR594(1:750),
GAM488(1:4000) in 0,05%iger
Tween20-Lsg fur 2 Stunden bei RT

H33342(1:3000), GAM594(1:750),
GAR488(1:2000) in 0,05%iger
Tween20-Lsg fir 1 Stunde bei RT
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2.8 Programme, Auswertung und Statistik

Tabelle 12: Programme

Zotero Literaturverwaltung

MATLAB Erstellung von Graphiken

AxioVision Immunfluoreszenzaufnahmen am Inversmikroskop Axiovert 200 mit der Kamera
AxioCam b/w 412-311 in Kombination mit dem Fluoreszenzkontrollgerat Colibri

ImagedJ Bearbeitung und Quantifizierung von Immunfluoreszenzen

GIMP Bildbearbeitung

Microsoft Excel Datenbank, Statistische Tests, Annaherung von Hillfunktionen an Messdaten mit
dem Solver-Add-In durch Modellierung des Hill-Exponenten und der I1Csq

Auswertung von SRB- und MTT-Assay

Die Auswertung des MTT- und SRB-Assays erfolgte fiir jeden Spender einzeln. Von den Messda-
ten wurde zuerst der Blindwert subtrahiert. Unter Verwendung hoher Wirkstoffkonzentrationen kam
es in Einzelfallen zu Messwerten, die unterhalb des Blindwertes lagen. Diese Messwerte wurden in
der weiteren Auswertung nicht berlicksichtigt. Aus den technischen Replikaten wurde das arithmeti-
sche Mittel gebildet. AnschlieBend wurden diese Mittelwerte auf den Durchschnittswert der Kontrolle
bezogen, um eine prozentuale Skala zu erhalten (Formel 6). An die prozentualen Daten wurde die
Hillfunktion f(C) angenahert (Formel 7). Das Minimum (Min) wurde dabei auf 0% und das Maximum
(Max) auf 100% gesetzt. Die jeweilige Konzentration (C) war durch die experimentell eingesetzte
Wirkstoffkonzentration vorgegeben. Der Hill-Exponent (H) und die halbmaximal inhibitorische Kon-
zentration (ICso) wurden durch das Excel-Solver-Add-Inn modelliert, um die bestmdgliche Annahe-
rung der Hillfunktion an die Messdaten zu erreichen.

(Min — Max) - CcH
CH + /C50H

(6) % der Kontrolle = <O[§)DC> -100 (7) f(C) = Max +
Kontrolle
OD = Optische Dichte Max = Maximum (100%)
C = Konzentration Min = Minimum (0%)
C = Konzentration
H = Hill-Exponent
ICs¢ = halbmaximal inhibitorische Konzentration

Auswertung der Immunfluoreszenz

Die Schnitte der InSphero-3D-Kokulturen wurden nach ihrer Immunfluoreszenzfarbung entspre-
chend der in den Tabellen 13 und 14 dargestellten Bedingungen am Inversmikroskop Axiovert 200
mit der Kamera AxioCam b/w 412-311 in Kombination mit dem Fluoreszenzkontrollgerat Colibri
aufgenommen.
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Tabelle 13: Immunfluoreszenzaufnahme der PanCK-S100A4-Doppelfarbung

Antikorper/Farbstoff Optovar/Objektiv Filter Belichtungszeit
PanCK 1x / 40x grun 300 ms
S100A4 1x / 40x rot 300 ms
H33342 1x / 40x blau 300 ms

Tabelle 14: Immunfluoreszenzaufnahme der Keratin1-Filaggrin-Doppelfarbung

Antikorper/Farbstoff Optovar/Objektiv Filter Belichtungszeit
Keratin1 1,6x / 63x grin 300 ms

Filaggrin 1,6x / 63x rot 1.000 ms
H33342 1,6x / 63x blau 300 ms

Es folgte die einheitliche Nachbearbeitung der Graustufendarstellung in den Bildern eines Kanals der
selben Farbung, um das Signal bestméglich darzustellen. In den so visualisierten Geweben wurden
anhand der Fluoreszenzmuster verschiedene Bereiche der Gewebe, wie das bindegewebige Zen-
trum, die basale Schicht und die auBere Schicht der Keratinozyten, aber auch die gesamte Epidermis
identifiziert. In den jeweiligen Bereichen wurde die Fluoreszenzintensitat relativ zur Flache bestimmt
(Mean Grey Value). Da die vorherige Bearbeitung der Graustufendarstellung keinen Einfluss auf die
Rohdaten der Bilder hat, war die Intensitatsbestimmung davon unabhangig. Zur Auswertung wurde,
sofern mdglich, fir jedes Gewebe das arithmetische Mittel aus 2 verschiedenen Bildausschnitten
herangezogen. AnschlieBend wurde der Mittelwert aus allen Geweben gebildet. Die Zahlung der mit
H33342 gefarbten Zellkerne erfolgte an der Kontrolle der PanCK-S100A4-Doppelfarbung (Optovar:
1x, Objektiv: 10x, Filter: blau, Belichtungszeit: 600 ms). Die Kerne in der Basal- und AuBBenschicht
der Epidermis wurden gezahlt und flr jedes Gewebe die Kernzahl pro 1.000 Pixeln berechnet. Aus
den so erhaltenen Kerndichten wurde das arithmetische Mittel gebildet.

Statistik

Fir jeden Spender wurde zu jedem Zeitpunkt eine individuelle 1Csy durch die Annaherung einer Hill-
funktion an die Messdaten des MTT- und des SRB-Assays errechnet. Diese Werte wurden fir die
weitere statistische Auswertung genutzt, wobei ein zweiseitiger T-Test flr zwei unabhangige Stich-
proben ungleicher Varianz verwendet wurde. Fir die Quantifizierung von Immunfluoreszenzen wur-
den die durchschnittliche Signaldichte jedes Gewebes bestimmt und fir die statistische Auswertung
ebenfalls ein zweiseitiger T-Test fur zwei unabhangige Stichproben ungleicher Varianz angewandt.
Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit primarer Zellen waren die Stichprobengré3en vergleichsweise
klein. Aus diesem Grund wurde auf eine Testung auf Normalverteilung und eine Korrektur flr
multiples Testen im Zusammenhang mit den verwendeten T-Tests verzichtet. Nichtparametrische
Tests wie der Mann-Whitney-U-Test stellten bei der vorhandenen StichprobengroBe kein gutes
alternatives Testverfahren dar. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Symbol * gekennzeichnet
(*p <0,05;"™p<0,01;* p < 0,001), wobei die Ergebnisse aufgrund der verhaltnismaBig
kleinen StichprobengréBen grundsatzlich als explorativ anzusehen sind. Die statistische Analyse
erfolgte in Korrespondenz mit dem Institut flir Biometrie der Charité - Universitatsmedizin Berlin.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat in der 2D-Monokultur

Im Rahmen der préklinischen Erforschung von Inositol-C2-PAF sollte der Einfluss des Wirkstoffes
auf die metabolische Aktivitat von primaren Zellen der Haut untersucht werden. Grund dafiir waren
die in vitro und in vivo identifizierten Eigenschaften des Wirkstoffes, die potentiell Anwendung in der
topischen Therapie der Psoriasis finden kdénnten. In den Untersuchungen der metabolischen Akti-
vitat primarer Hautzellen sollte mit dem MTT-Assay die Konzentration ermittelt werden, bei der eine
Abnahme der Aktivitat um 50% gegeniber der unbehandelten Kontrolle eintritt (ICsq). Hierzu wurden
Keratinozyten und Fibroblasten verwendet, die aus Praputien isoliert worden waren. Ein positives
Ethikvotum mit der Antragsnummer EA1/192/15 lag zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen vor.

3.1.1 Untersuchung des spenderabhangigen Einflusses auf die metabolische Aktivitat von
priméaren Keratinozyten

Um den Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitdt von primaren Keratinozyten
zu erfassen, wurden die Zellen in einer Konzentration von 1,68 x 10* Zellen pro Well in eine
96-Well-Platte ausgesat. Am Folgetag wurde die Behandlung der Zellen mit Inositol-C2-PAF in
verschiedenen Konzentrationen begonnen. In einem Pilotprojekt mit Zellen von Spender PK 9, die
mit Konzentrationen bis 30 pM behandelt wurden, sollte der zu untersuchende Konzentrationsbe-
reich flr die weiteren Spender festgelegt werden. Da bereits 10 uM ausreichten, um die 1Csq zu
erreichen, wurde diese Konzentration als Maximum in den weiteren Untersuchungen eingesetzt.
Mégliche zeitabhangige Veranderungen in der Wirkung von Inositol-C2-PAF wurden durch Unter-
suchungen nach drei verschiedenen Inkubationszeiten (24, 48 und 72 Stunden) analysiert. Zu den
entsprechenden Zeiten wurde ein MTT-Assay durchgefihrt. Die Messung der optischen Dichte
erfolgte bei 570nm. Fir jede Inkubationszeit und Konzentration des Wirkstoffes wurden pro Spender
4 technische Replikate angelegt. Aus den Messwerten dieser Replikate wurde das arithmetische
Mittel gebildet und auf die unbehandelte Kontrolle (100% metabolische Aktivitat) bezogen. An die
ermittlelten Daten wurde eine Hillfunktion angenahert. Deren Maximum wurde bei 100% und das
Minimum bei 0% festgelegt. Die 1C5y und der Hill-Exponent wurden durch das Excel-Solver-Add-In
modelliert. Die Experimente wurden mit den Keratinozyten der Spender PK 9 - 12 durchgefihrt.

Nach 24-stiindiger Inkubationszeit wurde der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Ak-
tivitat der Zellen der 4 Spender gemessen (Abbildung 12), wobei sich bei Spender PK 9 bei einer
Konzentration von 2,5 uM eine 30%ige Hemmung der zellularen metabolischen Aktivitat einstell-
te. Mit zunehmender Konzentration verstarkte sich die Hemmung weiter. Die ICsq lag bei 4,88 uM.
Spender PK 10 mit einer IC5o von 8,27 uM wies ab 5 uM eine deutliche Reduktion der metabolischen
Aktivitat auf. Die Zellen von Spender PK 11 zeigten bei 0,6 pM und 1,25 uM eine leichte Reduktion
um ca. 10 %, die unter 2,5 pM nicht mehr zu beobachten war. Bei 5 uM betrug die Hemmung der
metabolischen Aktivitat 20% und bei 10 uM knapp Uber 50%. Die IC5q betrug 9,73 uM. Bis einschlief3-
lich 2,5 uM zeigte der Wirkstoff bei den Zellen von Spender PK 12 keinen Effekt. Bei 5 uM wurde die
metabolische Aktivitat um ca. 35% und bei 10 uM um ca. 50% gesenkt. Die ICsq betrug 9,26 pM.

Die metabolische Aktivitat unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nach 48 Stunden (Abbildung 13) blieb
bei den Zellen von Spender PK 9 bis 1,25 uM unverandert. Bei 2,5 uM lag sie noch bei 80% im
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Vergleich zur Kontrolle. Bei 5 uM war eine Abnahme der Aktivitat auf 70% und bei 10 uM auf 20%
zu beobachten. Die I1Csg lag bei 6,41 uM. Die Zellen von Spender PK 10 wiesen bei 5 uM bereits
eine Reduktion ihrer metabolischen Aktivitat um 65% auf, was zu einer ICsg von 3,63 uM fihrte.
Bei Spender PK 11 nahm die zellulare metabolischen Aktivitat unter 5 uM auf 55 % im Vergleich
zur Kontrolle ab. Die I1C5q lag bei 5,65 uM. Die Zellen von Spender PK 12 wurden durch 5 pM des
Wirkstoffes in ihrer metabolischen Aktivitat um 25% und durch 10 pM um 70% gehemmt. Die I1Csq
betrug 7,53 uM.

Nach 72 Stunden (Abbildung 14) zeigte sich bei Spender PK 9 bei 5 uyM eine Hemmung der
zellularen metabolischen Aktivitat um 25%. Bei 10 uM war sie bereits um 80% gehemmt. Die 1Csq
lag bei 6,54 uM. Die Zellen von Spender PK 10 wurden bis 2,5 uM Inositol-C2-PAF nur wenig in
ihrer metabolischen Aktivitat beeinflusst. Im Gegensatz dazu lag bei 5 uM bereits eine Reduktion um
90% vor, was eine ICsq von 3,54 uM zur Folge hatte. Die Zellen von Spender PK 11 wiesen bei einer
Konzentration von 2,5 uM eine metabolische Aktivitatsabnahme um 40%, bei 5 uM um 60% und bei
10 uM um 80% auf. Die ICsq lag bei 3,58 uM. Bei Spender PK 12 war bei 2,5 uM eine Reduktion der
zellularen metabolischen Aktivitat um 20% vorhanden, die sich unter 5 uM auf ca. 50% steigerte. Die
ICs0 konnte bei 4,90 uM interpoliert werden.
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Untersuchung des Einflusses von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitdt von primaren Keratinozyten
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden: 1,68 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschie-
denen Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration 4 tech-
nische Replikate angelegt (n = 4). Es wurde ein MTT-Assay durchgefuhrt und die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 570nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die
Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabwei-
chung dar. Als N&herungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die

gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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48 Stunden
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Abbildung 13:

Untersuchung des Einflusses von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitdt von primaren Keratinozyten
nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden: 1,68 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschie-
denen Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration 4 tech-
nische Replikate angelegt (n = 4). Es wurde ein MTT-Assay durchgefuhrt und die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 570nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die
Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabwei-
chung dar. Als N&herungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die
gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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72 Stunden
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Abbildung 14:

Untersuchung des Einflusses von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitdt von primaren Keratinozyten
nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden: 1,68 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschie-
denen Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration 4 tech-
nische Replikate angelegt (n = 4). Es wurde ein MTT-Assay durchgefuhrt und die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 570nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die
Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabwei-
chung dar. Als N&herungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die
gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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3.1.2 Untersuchung des spenderabhédngigen Einflusses auf die metabolische Aktivitat von
dermalen Fibroblasten

Um den kutanen Einsatz des Wirkstoffes Inositol-C2-PAF zu ermdglichen, sollte sein Einfluss auch
auf die metabolische Aktivitat von primaren dermalen Fibroblasten praklinisch untersucht werden.
Dafiir wurden die Zellen in einer Konzentration von 1,9 x 10* Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte
ausgesat. Am Folgetag wurde die Behandlung der Zellen mit Inositol-C2-PAF in verschiedenen
Konzentrationen begonnen. Als Pilotprojekt wurden die Zellen der Spender PF 5 und 6 mit maximal
20 uM Inositol-C2-PAF behandelt, um den Konzentrationsbereich zu identifizieren, in dem die 1Csq
liegt. Dabei zeigte sich, dass die Konzentrationen fir die weiteren Spender erhéht und optimiert
werden mussten, um die ICsq interpolieren zu kénnen. Um eine zeitabhangige Veranderung des
Wirkstoffeinflusses erfassen zu konnen, wurden mit 24, 48 und 72 Stunden drei verschiedene
Inkubationszeitraume gewahlt. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurde ein MTT-Assay
durchgefiihrt. Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 570nm. Fir jede Inkubationszeit und
Konzentration des Wirkstoffes wurden pro Spender 4 technische Replikate angesetzt. Aus den
Messwerten dieser Ansatze wurde das arithmetische Mittel gebildet und auf die unbehandelte
Kontrolle (100% metabolische Aktivitat) bezogen. An die erhobenen Daten wurde eine Hillfunktion
angendahert. Deren Maximum wurde bei 100% und das Minimum bei 0% festgelegt. Die 1Csq9 und der
Hill-Exponent wurden durch das Excel-Solver-Add-In modelliert.

Die MTT-Assays mit primaren Fibroblasten wurden fir die Zeitpunkte 24 Stunden und 48 Stunden
mit den Spendern PF 5 bis 10 durchgefiihrt. Fir die Inkubationszeit von 72 Stunden wurden nur die
Zellen der Spender PF 5 bis 8 untersucht (Abbildung 15 bis 17). Nach 24 Stunden zeigte als einziger
Spender PF 5 eine geringe Abnahme der Aktivitat bei einer Konzentration von 0,6 uM. Bei den
nachst hdheren Konzentrationen war zunachst kein hemmender Effekt zu beobachten. Erst mit dem
Erreichen der hochsten eingesetzten Konzentration von 20 uM konnte wieder eine Reduktion der
metabolischen Aktivitat erreicht werden. Diese betrug jedoch lediglich 20%, weshalb die 1Csg nicht
interpoliert werden konnte. Auch bei Spender PF 6 konnte die ICsq bei einer Hemmung der zellularen
metabolischen Aktivitat von 30% unter 20 uM Inositol-C2-PAF nicht interpoliert werden. Die Unter-
suchungen an den Spendern PF 5 und PF 6 zeigten, dass die ICsy bei dermalen Fibroblasten nach
24-stundiger Inkubation mit Inositol-C2-PAF oberhalb von 20 uM zu erwarten war. Dementsprechend
wurden die eingesetzten Konzentrationen erhéht. Bei Spender PF 7 konnte die I1Csy daraufhin bei
24,82 uM interpoliert werden. Die Zellen des Spenders wurden in ihrer metabolischen Aktivitat unter
20 pM um 20% gehemmt. Bei 25 pM betrug die Hemmung ca. 50% und bei 30 uM war nahezu keine
metabolische Aktivitat mehr nachweisbar. Bei Spender PF 8 ergab sich eine deutliche Schwankung
der Messwerte, was zu gréBeren Standardabweichungen und Fehlerbalken fihrte. 15 uM flhrten
hierbei zu einer leichten Abnahme der metabolischen Aktivitat auf 90%, wahrend 18 und 20 uM eine
Abnahme auf ca. 65% bedingten. Bei 25 uM betrug die Aktivitat nur noch 15% des Ausgangswertes
und war bei 30 pM kaum mehr nachzuweisen. Die ICs5y betrug 20,84 uM. Genau wie bei Spender
PF 8, zeigte der Spender PF 9 unter Einsatz von 18 uM Inositol-C2-PAF eine starkere Hemmung
der metabolischen Aktivitat als bei 20 uM. Die Unterschiede zwischen den beiden Werten lagen
jedoch nur im einstelligen Prozentbereich. Unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen
kommt dieser UnregelmaBigkeit keine Bedeutung zu. Die Zellen von Spender PF 9 wiesen eine
ICs0 von 22,93 uM auf. Bei Spender PF 10 betrug die 1Cs9 25,13 uM. Insgesamt konnten bei
den Zellen aller Spender nach 24 Stunden induktive Effekte von Inositol-C2-PAF im Sinne eine
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erhdhten metabolischen Aktivitat in niedrigen Konzentrationsbereichen bis einschlieBlich 10uM
festgestellt werden. Bei den Spendern PF 7, 9 und 10 konnte sogar noch bei 15uM eine Erhéhung
nachgewiesen werden.

Nach 48-stiindiger Inkubationszeit (Abbildung 16) zeigten die Zellen von Spender PF 5 bei 20uM
eine Senkung der metabolischen Aktivitat um fast 50%. Da 20 uM die hdchste eingesetzte Kon-
zentration war, konnte die 1Csy nicht interpoliert werden. Bei Spender PF 6 wurde die zellulare
metabolische Aktivitat bei 20 uM bis auf 20% gesenkt. Dadurch war die Interpolation der ICsq bei
einer Konzentration von 18,18 puM prinzipiell méglich, jedoch mit einer Unsicherheit behaftet, da
keine Messpunkte zwischen 10 pM und 20 uM vorlagen. Das groBBe Messintervall wurde genutzt,
um den Konzentrationsbereich zu identifizieren, in dem Anderungen der metabolischen Aktivitat
zu erwarten waren. Bei den folgenden Spendern wurde dieser Bereich durch entsprechende Mes-
sungen genauer dargestellt. Bei Spender PF 7 konnte eine 1C5y von 20,75 puM interpoliert werden.
Ab 15 uM Inositol-C2-PAF nahm die metabolische Aktivitat kontinuierlich ab, wobei bei 20 uM noch
eine metabolische Aktivitdt von 60% bestand, wahrend sie bei 25 pM kaum noch nachzuweisen
war. Die Messwerte bei Spender PF 8 schwankten stark. Ebenfalls ab 15 uM setzte ein hemmender
Effekt des Wirkstoffes ein. Die 1Csq lag bei 16,20 uM. Die Zellen von Spender PF 9 zeigten bei
jeder eingesetzten Konzentration eine Hemmung der metabolischen Aktivitat, wodurch die 1Csq bei
16,46 uM ermittelt werden konnte. Bei Spender PF 10 konnten keine Effekte von Inositol-C2-PAF
bis zu einer Konzentration von 10 uM festgestellt werden. Die hemmende Wirkung auf die Zellen
setzte bei 15 pM ein und verstarkte sich mit steigender Konzentration. Die 1C5 lag bei 20,16 uM.
Nach 48 Stunden konnte noch bei der Halfte der Spender (PF 5, PF 6, PF 8) eine erhéhte zellulare
metabolische Aktivitat unter Einfluss von niedrigen Wirkstoffkonzentrationen bis maximal 15 uM
nachgewiesen werden.

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurde bei den vier Spendern PF 5 bis 8 die jeweilige ICsq
mit den eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen bis 20 uM erreicht (Abbildung 17). Deshalb wurde
auf die Untersuchung von héheren Konzentrationen an weiteren Spendern verzichtet. Die Zellen von
Spender PF 5 zeigten ab einer Konzentration von 5 uM eine Abnahme der metabolischen Aktivitat.
Deutlich war die Abnahme aber erst bei 20 uM mit einer 20%igen Restaktivitat. Die 1Csq betrug
14,54 uM. Bei Spender PF 6 trat ein deutlicher Rickgang der zellularen metabolischen Aktivitat auf
70% bereits bei 10 uM auf. Die ICsq lag bei 11,58 uM. Die Zellen von Spender PF 7 wiesen bis
einschlieBlich 10 uM Inositol-C2-PAF keine erniedrigten Messwerte auf. Mit einer 1Csq von 19,88uM
wurde die Abnahme der metabolischen Aktivitat ab einer Konzentration von 15 uM beobachtet. Die
Zellen von Spender PF 8 wurden im Gegensatz dazu bereits mit niedrigeren Konzentrationen des
Wirkstoffes in ihrer metabolischen Aktivitat gehemmt. Ihre I1C5¢ betrug 12,87 uM.
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Abbildung 15:

Untersuchung des Einflusses von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat von dermalen Fibroblasten
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden: 1,9 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiede-
nen Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration mindestens
4 technische Replikate angelegt (n > 4). Es wurde ein MTT-Assay durchgeflihrt und die optische Dichte bei ei-
ner Wellenlange von 570nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert.
Die Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardab-
weichung dar. Als Naherungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die
gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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Abbildung 16:

Untersuchung des Einflusses von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat von dermalen Fibroblasten
nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden: 1,9 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiede-
nen Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration mindestens
4 technische Replikate angelegt (n > 4). Es wurde ein MTT-Assay durchgeflihrt und die optische Dichte bei ei-
ner Wellenlange von 570nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert.
Die Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardab-
weichung dar. Als Naherungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die
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gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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Abbildung 17:

Untersuchung des Einflusses von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat von dermalen Fibroblasten
nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden: 1,9 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiede-
nen Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration mindestens
4 technische Replikate angelegt (n > 4). Es wurde ein MTT-Assay durchgeflihrt und die optische Dichte bei ei-
ner Wellenlange von 570nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert.
Die Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardab-
weichung dar. Als Naherungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die
gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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3.1.3 Einfluss auf die metabolische Aktivitat in Abhangigkeit von der Inkubationszeit und
dem Zelltyp
Um den Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat der Gesamtheit der Spender zu

beschreiben, wurde das arithmetische Mittel der spenderspezifischen IC5o-Werte gebildet (Abbildung
18). Diese wurden zuvor durch Ann@herung von Hillfunktionen an die Messwerte jedes Spenders im

MTT-Assay ermittelt.
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Abbildung 18:
Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat priméarer Zellen in Abhangigkeit von der Inkubati-

onszeit ((a), (b)) bzw. vom Zelltyp (c). Primare Keratinozyten und primare dermale Fibroblasten wurden mit
Inositol-C2-PAF behandelt und die metabolische Aktivitat mit dem MTT-Assay gemessen. Durch Annéaherung
einer Hillfunktion an die Messwerte konnte flr jeden Spender jedes Inkubationszeitraumes die ICso ermittelt
werden, bei der noch 50% der metabolischen Aktivitat der unbehandelten Kontrolle vorlagen. Die Werte in der
Abbildung entsprechen dem arithmetischen Mittel der 1Cso-Werte aller Spender eines Inkubationszeitpunktes.
Nach 48 Stunden lagen dazu bei den dermalen Fibroblasten 5 Spender vor (n = 5), wahrend fir alle anderen
Zeitpunkte sowohl bei den Fibroblasten als auch bei den Keratinozyten 4 Spender (n = 4) vorlagen. Die Feh-
lerbalken entsprechen der Standardabweichung. Im T-Test signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen

gekennzeichnet.
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Die ICsg der primaren Keratinozyten lag nach 24 Stunden bei 8,04 uM (+ 2,19). Nach 48 Stunden
betrug sie 5,81 UM (+ 1,64) und nach 72 Stunden 4,64 pM (+ 1,42). Von einem zum nachsten
Inkubationszeitpunkt waren die Veranderungen nicht signifikant. Ein Vergleich von der 1C5¢ nach 24
und 72 Stunden zeigte insgesamt einen signifikanten Rickgang um 42%.

Nach 24-stiindiger Inkubation mit Inositol-C2-PAF ergab sich bei den dermalen Fibroblasten im arith-
metischen Mittel eine IC5y von 23,43 uM (+ 1,98). Nach 48 Stunden sank die 1Csg signifikant auf
18,35 uM (+ 2,08). Die weitere Reduktion auf 14,72 uM (+ 3,65) nach 72 Stunden hielt gegentiber
dem vorangegangenen Wert keiner Signifikanztestung stand. Im Vergleich zur IC5y nach 24 Stunden
handelte es sich mit einer Senkung um 37% trotzdem um eine signifikante Veranderung.

Im direkten Vergleich zwischen primaren Keratinozyten und dermalen Fibroblasten konnte festge-
stellt werden, dass die ICsq der Fibroblasten ungefahr dreifach tberhalb der ICsy der Keratinozyten
lag (Abbildung 18c). Eine statistisch signifikante Differenz dieser GréBenordnung in der Sensitivat
der Zelltypen gegeniiber dem Wirkstoff war zu jeder Inkubationszeit festzustellen.

3.2 Effekt von Inositol-C2-PAF auf den Proteingehalt in der 2D-Monokultur

Neben dem Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat primarer Hautzellen sollte
auch der Einfluss auf den Proteingehalt der Zellen ermittelt werden, welcher mit der Zellzahl korreliert.
Hierzu wurde der SRB-Assay genutzt, wobei die ICsqg die Wirkstoffkonzentration war, bei der der
Proteingehalt gegenuber der unbehandelten Kontrolle halbiert wurde.

3.2.1 Untersuchung des spenderabhangigen Einflusses auf den Proteingehalt von priméaren
Keratinozyten

Es wurden 96-Well-Platten mit 1,68 x 10* Zellen pro Well versehen und am Folgetag wurde die
Behandlung mit dem Wirkstoff begonnen. Die niedrigste Konzentration betrug 0,6 uM und wurde
schrittweise bis auf 10 uM verdoppelt. Mit diesem Vorgehen sollte der unbekannte Konzentrations-
bereich der ICsy ermittelt werden. Um zeitabhangige Veranderungen der Inositol-C2-PAF-Wirkung
zu identifizieren, wurden die Untersuchungen nach 24-, 48- und 72-stiindiger Inkubationszeit mit
dem Wirkstoff durchgefthrt. Dabei waren flr jeden Spender mindestens 3 technische Replikate
pro Inkubationszeitpunkt und Wirkstoffkonzentration vorhanden (n > 3). Fir die Quantifizierung des
SRB-Assays wurde die optische Dichte bei 492nm bestimmt und der Mittelwert aus den technischen
Replikaten gebildet. Die Mittelwerte wurden auf das arithmetische Mittel der Kontrolle bezogen, um
eine prozentuale Skala des Proteingehalts zu erhalten. AnschlieBend wurde eine Hillfunktion an die
prozentualen Werte angenahert. Daflir wurde das Maximum der Funktion auf 100% und das Mini-
mum auf 0% gesetzt. Die ICsq und der Hill-Exponent wurden mit dem Excel-Solver-Add-In modelliert.

Die SRB-Assays mit primaren Keratinozyten wurden nach 24 Stunden mit den Spendern PK 5 bis
7 durchgefuhrt (Abbildung 19). Nach 48 Stunden wurden die Spender PK 5 bis 8 und nach 72
Stunden die Spender PK 5, 7 und 8 genutzt (Abbildung 20 und 21). Nach 24 Stunden konnte mit
den eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen bei allen 3 Spendern die ICsy erreicht werden. Bei den
Zellen von Spender PK 5 kam es zur einer kontinuierlichen Reduktion des Proteingehalts ab einer
Konzentration von 1,25 uM. Die IC5q lag bei 3,10 pM. Bei 0,6 uM war der zellulédre Proteingehalt
um 20% gegenlber der Kontrolle gesteigert. Bei einer Standardabweichung von fast 30% in der
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behandelten und 20% in der unbehandelten Zellpopulation ist dieser Unterschied jedoch mit einer
erheblichen Unsicherheit behaftet und sollte dementsprechend nicht bewertet werden. Der zellulare
Proteingehalt von Spender PK 6 wurde unter 5 uM auf 75% und unter 10 uM auf 45% vermindert.
Die I1Csg konnte bei 9,19 uM interpoliert werden. Die Zellen von Spender PK 7 zeigten unter 0,6 uM
einen Anstieg ihres Proteingehalts um 10%, was jedoch abermals mit einer Standardabweichung
von fast 30% als extrem unsicher bewertet werden muss. Ab 1,25 uM nahm der Proteingehalt
kontinuierlich ab. Die ICsg betrug 4,18 uM.

Nach 48 Stunden zeigten die Zellen von Spender PK 5 bei 1,25 pM einen 40%ig und bei 2,5 uM
einen 60%ig reduzierten Proteingehalt. Die 1Csy betrug 1,89 uM. Bei Spender PK 6 kam es erst bei
5 pM Inositol-C2-PAF zu einer Reduktion des zellularen Proteingehalts um 40%. 10 pM fuhrten zu
einer Abnahme auf 20%. Die ICsq lag bei 5,81 uM. Bei Spender PK 7 konnte eine 1Csy von 3,09 uM
und bei Spender PK 8 von 2,01 uM festgestellt werden.

Nach 72-stiindiger Inkubationszeit wurden die Zellen von Spender PK 5 mit 1,25 uM Inositol-C2-PAF
um 40% und mit 2,5 uM um 70% in ihrem Proteingehalt gehemmt, wahrend bei 5 uM kaum noch
Protein nachweisbar war. Die 1C5o konnte mit 1,59 uM ermittelt werden. Bei Spender PK 7 betrug
die Reduktion des Proteingehalts bei 2,5 uM lediglich 10% und bei 5 uM 85%. Es wurde eine 1Csq
von 3,67 uM interpoliert. Bei Spender PK 8 betrug die ICsg 2,38 uM.

54



140

Spender: PK 5

24 Stunden

Spender: PK 6

140

120 -

100

rel. Proteinmasse in %

20

S~ o

A L L
35 40 0 5 10

Spender: PK 7

[Ino] in uM

120.
R
c 100
]
]
@ w0
£
£
3 60
o
1S
o
- 40
[
1™
20
0 - " .
15 20 25 30
[Ino] in uM
140
120
R
c 100
[}
]
& s
£
£
3 60 -
o
1S
o
- 40
[ [
]
20
~ -~
0
Abbildung 19:

Untersuchung des Proteingehalts von primaren Keratinozyten unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden: 1,68 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiedenen Wirk-
stoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration mindestens 3 tech-
nische Replikate angelegt (n > 3). Es wurde ein SRB-Assay durchgefihrt und die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 492nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die
Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabwei-
chung dar. Als N&herungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die

gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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Abbildung 20:

Untersuchung des Proteingehalts von primaren Keratinozyten unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden: 1,68 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiedenen Wirk-
stoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration mindestens 3 tech-
nische Replikate angelegt (n > 3). Es wurde ein SRB-Assay durchgefihrt und die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 492nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die
Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabwei-
chung dar. Als N&herungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die
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Abbildung 21:

Untersuchung des Proteingehalts von primaren Keratinozyten unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nach einer
Inkubationszeit von 72 Stunden: 1,68 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiedenen Wirk-
stoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden flr jeden Spender und jede Konzentration 4 technische Repli-
kate angelegt (n = 4). Es wurde ein SRB-Assay durchgefiihrt und die optische Dichte bei einer Wellenlange
von 492nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die Punkte stel-
len das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Als
Naherungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren Minimum bei 0%
lag. Die 1G5 und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die gestrichelte Linie bildet

den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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3.2.2 Untersuchung des spenderabhangigen Einflusses auf den Proteingehalt von primaren
dermalen Fibroblasten

Die dermalen Fibroblasten wurden in einer Konzentration von 1,9 x 10* Zellen pro Well in 96-Well-
Platten ausgesetzt und am Folgetag mit dem Wirkstoff behandelt. Initial wurden in einem Pilotprojekt
mit den Zellen der Spender PF 5 und 6 Wirkstoffkonzentrationen bis zu einem Maximum von 20
UM eingesetzt. Diese Konzentration reichte jedoch nicht aus, um die ICsy zu erreichen, bei der
der Proteingehalt gegenlber der unbehandelten Kontrolle halbiert wird. Dementsprechend wurden
die eingesetzten Konzentrationen in den nachfolgenden Experimenten erhdht. Um zeitabhangige
Veranderungen der Inositol-C2-PAF-Wirkung zu identifizieren, wurden die Untersuchungen nach
24-, 48- und 72-stlindiger Inkubationszeit mit dem Wirkstoff durchgefiihrt. Dabei waren fir jeden
Spender mindestens 3 technische Replikate pro Inkubationszeitpunkt und Wirkstoffkonzentration
vorhanden (n > 3). Fir die Quantifizierung des SRB-Assays wurde die optische Dichte bei 492nm
bestimmt und der Mittelwert aus den technischen Replikaten gebildet. Die Mittelwerte wurden auf
das arithmetische Mittel der Kontrolle bezogen, um eine prozentuale Skala des Proteingehalts
zu erhalten. AnschlieBend wurde eine Hillfunktion an die prozentualen Werte angendhert. Daflr
wurde das Maximum der Funktion auf 100% und das Minimum auf 0% gesetzt. Die ICso und der
Hill-Exponent wurden mit dem Excel-Solver-Add-In modelliert.

Nach 24 Stunden wurden die SRB-Assays an den Zellen der Spender PF 5 bis PF 10 durchgefiihrt,
wahrend nach 48 und 72 Stunden die Spender PF 5 bis 8 genutzt wurden (Abbildung 22 bis 24).
Dabei zeigte sich nach 24-stiidiger Inkubation der Zellen von Spender PF 5 und 6, dass mit der
maximal eingesetzten Konzentration von 20 uM Inositol-C2-PAF die ICso knapp nicht erreicht wurde.
Stattdessen konnte eine Hemmung des Proteingehalts um 43% bzw. 49% festgestellt werden. Um
die IC5¢ bei den weiteren Spendern sicher interpolieren zu kénnen, kamen hdhere Konzentrationen
des Wirkstoffes zum Einsatz. Bei den Zellen von Spender PF 7 fihrte dies zu einer interpolierten
ICs0 von 25,63 uM. Bis einschlieBlich 15 uM wurde der zellulare Proteingehalt nur geringflgig
gehemmt. Eine deutlichere Abnahme setzte ab 20 uM ein, sodass bei 30 uM kaum noch Proteine
vorlagen. Bei Spender PF 8 lag in den niedrigen Konzentrationen eine Steigerung des zellularen
Proteingehalts um ca. 15% vor. Bei 5 und 10 uM lag das Niveau wieder auf dem der Kontrolle. Eine
deutliche Reduktion des Proteingehaltes stellte sich ab 15 pM ein, die genau wie die Hemmung bei
18 uM und 20 UM ca. 33% betrug. Nach diesem Plateau wurde mit 25 puM eine Reduktion um 75%
erreicht. Bei 30 uM war kaum noch Protein nachweisbar. Die 1Csg wurde bei 20,63 uM interpoliert.
Die Zellen des Spenders PF 9 wiesen eine Steigerung des Proteingehalts unter Einfluss von 5 uM
um 10% auf, die bei 10 uM wieder zuriickging. Ab 15 uM wurde der Proteingehalt deutlch gesenkt.
Bei 30 uM betrug er nur noch 15% und bei 40 uM war er kaum noch nachweisbar. Die IC5q lag bei
23,68 UM. Spender PF 10 zeigte ebenfalls ab 15 uM eine kontinuierliche Reduktion des zellularen
Proteingehalts. Die IC5y wurde bei 20,02 uM ermittelt.

Nach 48 Stunden konnte mit Wirkstoffkonzentrationen bis 20 uM zuverlassig die ICsq interpoliert wer-
den, weswegen auf die Untersuchung zusétzlicher Spender mit héheren Wirkstoffkonzentrationen
verzichtet werden konnte. Bei den Zellen von Spender PF 5 nahm der Proteingehalt unter Einfluss
von 10uM um 25% und bei 20uM um 85% ab. Die ICsq konnte bei 13,48 uM ermittelt werden. Der
zellulare Proteingehalt von Spender PF 6 wurde mit 10 pM Insoitol-C2-PAF um 35% gesenkt und
bei 20 uM war kaum noch Protein vorhanden. Die ICsy konnte bei 11,35 uM interpoliert werden.
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Die Zellen der Spender PF 7 und PF 8 zeigten bis einschlieB3lich 1,25 uM keine Veranderung des
Proteingehalts gegenlber der unbehandelten Kontrolle. 5 und 10 uM reduzierten den Proteingehalt
um ca. 10%. In héheren Konzentrationen nahm der Proteingehalt weiter ab. Die ICs¢ bei Spender
PF 7 betrug 17,06 uM und bei Spender PF 8 14,25 uM Inositol-C2-PAF.

Nach 72-stiindiger Inkubationszeit zeigten die Zellen von Spender PF 5 bis zu einer Konzentration
von 5 uM keine Effekte von Inositol-C2-PAF, ab 10 uM jedoch eine Reduktion des Proteingehalts.
Die ICsq betrug 12,62 uM. Beim Spender PF 6 war ab 10 uM eine Reduktion des Proteingehalts auf
55% zu beobachten. Bei 20 uM war keine Biomasse mehr vorhanden. Die ICsq konnte bei 10,27uM
interpoliert werden. Die Zellen von Spender PF 7 wurden mit jeder eingesetzten Wirkstoffkonzen-
tration in ihrem Proteingehalt gehemmt. Die IC5¢ betrug 15,77 uM. Beim Spender PF 8 konnten bis
einschlieBlich 5 uM keine deutlichen Effekte festgestellt werden. 10 uM hemmten den zellularen
Proteingehalt um 10% und 20 uM um 90%. Die ICsq betrug 13,99 uM.
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Abbildung 22:

Untersuchung des Proteingehalts von primaren dermalen Fibroblasten unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden: 1,9 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiedenen
Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fir jeden Spender und jede Konzentration mindestens 3
technische Replikate angelegt (n > 3). Es wurde ein SRB-Assay durchgefiihrt und die optische Dichte bei ei-
ner Wellenlange von 492nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert.
Die Punkte stellen das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardab-
weichung dar. Als Naherungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren
Minimum bei 0% lag. Die 1Csy und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die
gestrichelte Linie bildet den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.

140

24 Stunden

Spender: PF 5

80

60 -

40 -

140

1‘0 1‘5 20 2‘5 C;O 3‘5 40
[Ino] in uM
Spender: PF 7

60 -

40 -

L L L L T
10 15 20 25 30 35 40

[Ino] in uM

140

Spender: PF 9

L L L L L
10 15 20 25 30 35 40

[Ino] in uM

60

rel. Proteinmasse in % rel. Proteinmasse in %

rel. Proteinmasse in %

140

Spender: PF 6

120 -

100 t‘_

40 -

20

140

[Ino] in yM
Spender: PF 8

L L L L L
10 15 20 25 30 35 40

[Ino] in uM

140

120 -

Spender: PF 10

L L L L L L
10 15 20 25 30 35 40

[Ino] in yM



48 Stunden
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Abbildung 23:

Untersuchung des Proteingehalts von primaren dermalen Fibroblasten unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nach
einer Inkubationszeit von 48 Stunden: 1,9 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiedenen
Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration 4 technische Re-
plikate angelegt (n = 4). Es wurde ein SRB-Assay durchgeflihrt und die optische Dichte bei einer Wellenlange
von 492nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die Punkte stel-
len das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Als
Naherungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren Minimum bei 0%
lag. Die 1G5 und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die gestrichelte Linie bildet
den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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Abbildung 24:

Untersuchung des Proteingehalts von primaren dermalen Fibroblasten unter Einfluss von Inositol-C2-PAF nach
einer Inkubationszeit von 72 Stunden: 1,9 x 10* Zellen wurden pro Well ausgesetzt und mit verschiedenen
Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Dabei wurden fiir jeden Spender und jede Konzentration 4 technische Re-
plikate angelegt (n = 4). Es wurde ein SRB-Assay durchgeflihrt und die optische Dichte bei einer Wellenlange
von 492nm bestimmt. Die Messergebnisse wurden auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die Punkte stel-
len das arithmetische Mittel der technischen Replikate und die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Als
Naherungsfunktion wurde eine Hillfunktion verwendet, deren Maximum bei 100% und deren Minimum bei 0%
lag. Die 1G5 und der Hill-Exponent wurden mit dem Ecxel-Solver-Add-In modelliert. Die gestrichelte Linie bildet
den extrapolierten Anteil der Hillfunktion ab.
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3.2.3 Einfluss auf den Proteingehalt in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit und dem Zelltyp

Der Effekt von Inositol-C2-PAF auf den Proteingehalt primarer Hautzellen wurden an einzelnen
Spendern mit dem SRB-Assay untersucht. Aus den Ergebnissen wurde fir jeden Spender die I1Csq
durch Annaherung einer Hillfunktion bestimmt. Um Aussagen (ber die Gesamtheit der Spender
treffen zu kénnen, wurde das arithmetische Mittel aus den individuellen 1Cso-Werten gebildet
(Abbildung 25). Daflir standen bei jedem Inkubationszeitpunkt mindestens 3 Spender zur Verfligung

(n>3).
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Abbildung 25:

Einfluss von Inositol-C2-PAF auf den Proteingehalt primarer Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
((a), (b)) bzw. vom Zelltyp (c). Primare Keratinozyten und primare dermale Fibroblasten wurden mit Inositol-
C2-PAF behandelt und der Proteingehalt mit dem SRB-Assay gemessen. Durch Ann&herung einer Hillfunktion
an die Messwerte konnte fir jeden Spender jedes Inkubationszeitraumes die 1Csy ermittelt werden, bei der
noch 50% des Proteingehalts der unbehandelten Kontrolle vorlagen. Die Werte in der Abbildung entsprechen
dem arithmetischen Mittel der ICso-Werte aller Spender eines Inkubationszeitpunktes. Nach 24 und 72 Stunden
lagen bei den primaren Keratinozyten dafir jeweils 3 Spender (n = 3) und nach 48 Stunden 4 Spender (n= 4)
vor. Fir die primaren dermalen Fibroblasten konnten zu jedem Zeitpunkt die Werte von 4 Spendern genutzt
werden (n= 4). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Im T-Test signifikante Unterschiede

wurden mit Sternchen gekennzeichnet.
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Dadurch konnten Veranderungen des Effektes von Inositol-C2-PAF Uber die drei Inkubations-
zeitraume (24, 48 und 72 Stunden) analysiert werden. Bei den priméren Keratinozyten ergab sich
eine kontinuierliche Abnahme der ICso. Nach 24 Stunden betrug sie 5,49 uM (+ 3,25), nach 48 Stun-
den 3,20 uM (£ 1,82) und nach 72 Stunden 2,55 uM (+ 1,05). Aufgrund der starken interindividuellen
Schwankungen der IC5y war keine der Veranderungen signifikant.

Auch die ICsy der primaren dermalen Fibroblasten fiel mit steigender Inkubationszeit. Nach 24
Stunden lag sie bei 23,74 uM (+ 2,23) und sank nach 48 Stunden signifikant auf 14,04 uM (+ 2,36).
Die weitere Abnahme auf 13,17 uM (+ 2,32) nach 72 Stunden hielt gegenliber dem Vorwert keiner
Signifikanztestung stand. Im Vergleich zum Wert nach 24 Stunden war die Veranderung der ICsg
trotzdem signifikant.

Im Vergleich beider Zelltypen miteinander fiel eine starkere Beeinflussung des Proteingehalts durch
Inositol-C2-PAF bei den Keratinozyten als bei den Fibroblasten auf (Abbildung 25c). Dabei lag die
ICso der Fibroblasten vier- bis funffach Uber der ICsg von Keratinozyten. Die Unterschiede in der
Sensitivitat gegenlber dem Wirkstoff waren zu jedem Zeitpunkt signifikant mit p-Werten unterhalb
von 0,01.
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3.3 InSphero 3D-Kokultur primarer Fibroblasten und primarer Keratinozyten

3D-Modelle weisen gegenliber der 2D-Modellen den Vorteil auf, dass sie die Bedingungen in vivo
besser abbilden. Dies qilt fir die Zell-Zell-Interaktion ebenso wie fir die Proliferation und Genex-
pression der Zellen. In 3D-Modellen der Haut haben Keratinozyten das Potential durch terminale
Differenzierung ein Stratum corneum auszubilden, welches auch in vivo eine Barriere gegentiber
auBeren Einflissen darstellt. Das Stratum corneum beeinflusst unter anderem die Penetration und
Wirkentfaltung von Pharmaka. Deshalb sind 3D-Kulturen in der praklinischen Arzneimittelentwicklung
geeignete humane Modellsysteme, die dartber hinaus dazu beitragen, Tierexperimente zu reduzie-
ren. Dies gilt insbesondere flir kombinierte 3D-Modelle, die aus Keratinozyten und Fibroblasten auf-
gebaut sind und damit den physiologischen Aufbau der Haut aus Dermis und Epidermis nachstellen.
Das 3D-Kokultur-Modell der Firma InSphero, welches sich in der B-Testung befand, sollte aus diesen
Grunden charakterisiert werden. Es sollte die Eignung fir Untersuchungen von Arzneimittelwirkun-
gen im unveranderten Zustand der Kultur sowie unter inflammatorischem Einfluss beurteilt werden.

3.3.1 Charakterisierung der 3D-Kokultur

Das eingesetzte 3D-Kokultur-Modell der Haut wurde mit Hilfe der Hanging-Drop-Technik hergestellt.
Hierbei wurden zunachst spharische Mikrogewebe aus primaren Fibroblasten erzeugt, auf denen
im Anschluss primare Keratinozyten kultiviert wurden. Bei ihrer Auslieferung befanden sich die
Kulturen einzeln in den Wells einer GravityTRAP-96-Well-Platte. Sie wurden unbehandelt fiir flnf
Tage inkubiert, bevor sie fixiert und in Paraffin eingebettet wurden. Es folgten die Anfertigung von
Gewebeschnitten und deren Aufbringung auf Objekttrager. Anhand verschiedener Farbungen sollte
im Anschluss ihr histologischer Aufbau charakterisiert und die Differenzierung der Keratinozyten
beurteilt werden.

In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) konnte zun&chst der spharische Aufbau der Mi-
krogewebe dargestellt werden. In den Mikrospharen konnte ein zellreicher Kern identifiziert werden,
auf dem verschiedene Schichten auflagen (Abbildung 26a). Das aus Fibroblasten aufgebaute
eosinophile Zentrum wies diffus verteilte Kerne auf. Die Eosionophilie im Zentrum der Gewebe 2
und 3 war schwacher ausgepragt als bei den anderen Geweben. Gewebe 3 und 6 wiesen Lécher im
Zentrum auf. Konzentrisch nach auf3en folgte auf das Zentrum ein organisierter Ring mit zahlreichen
Zellkernen, was zu einem eher basophilen Gesamteindruck flihrte. Hierbei handelte es sich um
die erste Zellschicht aus Keratinozyten. Die Basalschicht war von einer stark eosinophilen duf3eren
Schicht umgeben, deren Zellen eine differenzierte Morphologie aufwiesen. Der Durchmesser der
gréBten Spharen reichte im vorliegenden Objekttrager bis ca. 375 um, wobei auch deutlich kleinere
Gewebsanschnitte auf dem Objekttrager vorhanden waren. Diese stammten vermutlich aus der
Kugelperipherie.
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(a) gesamter Objekttrager

(b) linker Kasten (c) rechter Kasten

Abbildung 26:
Hamatoxylin-Eosin-Farbung der unbehandelten 3D-Kokultur nach 5-tagiger Inkubation

Far eine detailliertere Darstellung des Differenzierungszustands der Epidemis auf den Mikrospharen
wurden Immunfluoreszenzanalysen durchgeflihrt. Der epidermale Anteil wurde dabei mit Antikdrpern
visualisiert, die verschiedene Zytokeratine der Epidermis binden (PanCK). Der bindegewebige Kern
wurde mit dem Fibroblastenmarker S100A4 angefarbt. Nach 5-tagiger Inkubationszeit lieBen sich
durch die PanCK- und S100A4-Farbung der Gewebe die Keratinozyten und Fibroblasten voneinan-
der abgrenzen (Abbildung 27a). Im epidermalen Teil konnten Zytokeratinsignale unterschiedlicher
Qualitat dargestellt werden. In der Basalschicht konnte ein feingranulares Signal insbesondere peri-
nuklar nachgewiesen werden. AuBBerdem waren netzartige Auslaufer in Richtung anderer Zellkerne
vorhanden. Im Gegensatz dazu war das Signal in der AuBBenschicht durchgangig und flachenartig
angelegt. Diese qualitativen Unterschiede zeigten sich auch in der quantitativen Auswertung der
Signalintensitat, welche in der AuBBenschicht signifikant gegenlber der Basalschicht gesteigert war.
Das Zentrum der Mikrogewebe war positiv fir S100A4. Die Anfarbung der Zellkerne mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Bisbenzimid-Trihydrochlorid (H33342) zeigte, dass die Zellkerne der Keratinozyten
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groBer waren als die der Fibroblasten. Dabei wiesen die Kerne innerhalb des epidermalen Teils noch
Unterschiede auf. Die Kerne der Zellen in der basalen Schicht waren gréBtenteils rund, wahrend die
Kerne in den duBeren Schichten abgeflacht waren. Neben diesem qualitativen Unterschied, bestand
mit einer signifikant niedrigeren Zellkerndichte in den &uBeren Schichten auch ein quantiativer
Unterschied. Diese Untersuchungsergebnisse deuteten auf einen Differenzierungsvorgang hin.
Um die Keratinozytendifferenzierung nachzuweisen, wurden zusatzlich die terminalen Differenzie-
rungsmarker Keratin 1 und Filaggrin in den Geweben mittels Immunfluoreszenzanalyse dargestellt
(Abbildung 27b bis d). Hier zeigte sich eine signifikante Zunahme der Fluoreszenzintensitat in der
auBeren gegeniber der basalen Schicht. Zusammenfassend lie3 sich feststellen, dass durch die
Differenzierung der Keratinozyten ein Aquivalent des Stratum corneum der Haut gebildet wurde.

(@)

Abbildung 27:

Immunfluoreszenzanalyse der Expression in der unbehandelten 3D-Kokultur nach 5 Tagen (a) Doppelfarbun-
gen von PanCK (griin) und S100A4 (rot), die Kernfarbung erfolgte mit H33342 (blau). (b) - (d) Doppelfarbung
von Keratin 1 (b) und Filaggrin (c) einzeln und im Overlay (d), die Kernfarbung erfolgte mit H33342 (blau).
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3.3.2 Einfluss von TNFa und Inositol-C2-PAF auf die Keratinozyten-Differenzierung

In dem 3D-Kokultur-Modell der Haut aus primaren Keratinozyten und Fibroblasten konnte eine zu-
nehmende Differenzierung der Keratinoyzten in den héheren Schichten mit der Ausbildung eines
Stratum corneum gezeigt werden. Daher eignete sich das Modell fir Untersuchungen, in denen der
mogliche therapeutische Einsatz von Inositol-C2-PAF an der Haut geprift werden sollte. Es sollte
die Frage beantwortet werden, inwiefern der Wirkstoff die Differenzierung primarer Keratinoyzten
beeinflusst. AuBerdem sollte mit TNFa, einem Schlisselzytokin der psoriatischen Pathogenese, ein
Entzindungsszustand in dem Modell induziert werden. In dem inflammatorischen Milieu sollten eben-
falls die Effekte von Inositol-C2-PAF untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden die 3D-Kokulturen fir 5 Tage mit 1,25 uM Inositol-C2-PAF, 1 ng/ml TNFo
oder beidem in Kombination inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Mikrogewebe. Ein mdgli-
cher Einfluss auf die Differenzierung der Keratinozyten wurde mittels Immunfluoreszenzanalyse der
Epidermismarker PanCK und der terminalen Differenzierungsmarker Keratin 1 und Filaggrin ver-
folgt. Zur Abgrenzung der Epidermis vom Bindegewebe wurde zusatzlich der Fibroblastenmarker
S100A4 visualisiert. Zur Quantifizierung der Immunfluoreszenzsignale wurde die mittlere Pixelinten-
sitat (kumulative Pixelintensitat / Anzahl der Pixel) bestimmt. Diese wurde, sofern méglich, an zwei
unterschiedlichen Stellen jedes Gewebes gemessen, woraus dann ein Durchschnittswert flr jedes
Gewebe gebildet wurde. Die arithmetischen Mittelwerte aus den Werten aller Gewebe einer Inku-
bationsbedingung sind in Abbildung 28 dargestellt. Die zwischen 4 und 9 schwankende Stichpro-
bengréBe (n) ist durch die Paraffinblécke bedingt, bei denen je nach Anschnitt eine unterschiedliche
Anzahl von Mikrogeweben getroffen wurde.

Unter der Behandlung mit TNFa., Inositol-C2-PAF und beidem in Kombination hat sich das Expres-
sionsmuster der untersuchten Proteine qualitativ nicht verandert. Bei der Quantifizierung lieBen sich
jedoch Unterschiede feststellen. TNFa senkte das PanCK-Signal signifikant im Vergleich zur Kontrol-
le. Die zusatzliche Gabe von Inositol-C2-PAF hatte darauf keinen Einfluss. Das Signal der terminalen
Differenzierungsmarker Keratin 1 und Filaggrin wurde im Gegensatz dazu durch TNFa signifikant
gegenlber der Kontrolle erhéht. Auch hier hatte die zusatzlicher Gabe von Inositol-C2-PAF keinen
Einfluss. Die Expression von S100A4 im Zentrum der Mikrogewebe wurde durch TNFa signifikant
gegenlber der Kontrolle reduziert. Durch die gleichzeitige Behandlung mit Inositol-C2-PAF konnte
dieser Effekt signifikant vermindert werden.
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PanCK-Expression im epidermalen Anteil Keratin-1-Expression im epidermalen Anteil
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Abbildung 28:

Expression verschiedener Marker in der 3D-Kokultur. Die Kulturen wurden ber 5 Tage mit 1,25 uM Inositol-C2-
PAF, 1 ng/ml TNFa, beidem in Kombination oder nicht behandelt (Kontrolle). Es folgten die Paraffineinbettung,
der Schnitt und die Fluoreszenzfarbung der Gewebe. Die Auswertung der Fluoreszenzsignale erfolgte mit dem
Programm Imaged, indem die mittlere Pixelintensitat (kumulative Pixelintensitat / Anzahl der Pixel) bestimmt
wurde. Sofern méglich, wurden bei jedem Gewebe zwei unterschiedliche Stellen gemessen, aus denen dann
das arithmetische Mittel gebildet wurde. Die Werte aller Gewebe einer Bedingung wurden anschlieBend ge-
mittelt und als Balken in den Diagrammen dargestellt. Die Anzahl (n) der Gewebe wurde fiir jeden Balken
unterhalb der x-Achse aufgefuhrt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Statistisch signifikan-
te Unterschiede im T-Test wurden mit Sternchen gekennzeichnet.
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4 Diskussion

Die Psoriasis ist eine chronsich entzlindliche Erkrankung der Haut mit erythematésen, beschuppten
Plaques als haufigste Effloreszenz (11). Zu den teils schwerwiegenden Komorbiditaten gehdrt unter
anderem ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko mit entsprechendem Einfluss auf die Mortalitat sowie
eine erh6hte Malignomgefahr (14). Therapeutisch stehen je nach Schwere der Erkrankung topische
oder systemische Medikamente zur Verfligung (11). In dieser Arbeit sollte mit Inositol-C2-PAF ein
Wirkstoff erforscht werden, der sich in der préaklinischen Phase der Arzneimittelentwicklung befindet
und potentiell fir die topische Behandlung der Psoriasis in Frage kommen kdnnte.

4.1 Effekte von Inositol-C2-PAF in der 2D-Monokultur primarer Hautzellen

Die Wirkung von Inositol-C2-PAF auf Hautzellen wurde in vitro vor allem an HaCaT-Keratinozyten
erforscht. Wie alle immortalisierten Zelllinien unterscheiden sich die Zellen maBgeblich von den
Zellen in vivo. Dies hat den Vorteil, dass die friih einsetzende Seneszenz primarer Zellen umgangen
werden kann (57). Dementsprechend steht eine ausreichende Anzahl von Zellen mit konstanten
Eigenschaften fur die Forschung zur Verfugung. Nachteilig hingegen sind die genetischen Verande-
rungen der Zellen. Im Falle von HaCaT-Zellen handelt es sich dabei um Chromosomenaberrationen
(59). Die Nutzung unveranderter primarer Zellen in vitro eréffnet die Moglichkeit Arzneimittelwirkun-
gen in vivo besser einschatzen zu kénnen.

Deswegen sollte die Forschung an Inositol-C2-PAF auf primare Zellen der Haut erweitert werden.
Dabei sollte der Fokus nicht ausschlie3lich auf den Keratinozyten, sondern auch auf den dermalen
Fibroblasten liegen. Physiologisch stehen diese in engem Zusammenhang mit der Epidermis und
zeigen bei Erkrankungen auch pathophysiologische Interaktionen mit den Keratinozyten. Sie tragen
bei Erkrankungen wie der Psoriasis zu dem inflammatorischen Milieu bei, in dem die Keratinozyten
zur Ausbildung ihres psoriatischen Phanotyps gebracht werden (76). Die primaren Zellen, die in
dieser Arbeit genutzt wurden, waren aus Praputien nach medizinisch indizierten Zirkumzisionen
isoliert worden (positives Ethikvotum mit der Antragsnummer EA1/192/15).

4.1.1 Inositol-C2-PAF hemmt die metabolische Aktivitat und reduziert die Biomasse primarer
Zellen

In dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat
und die Zellzahl von primaren Keratinozyten sowie primaren dermalen Fibroblasten quantifiziert.
Um die metabolische Aktivitat der Zellen zu bestimmen, wurde der MTT-Assay genutzt. Dieser
basiert auf der Metabolisierung von MTT-Salz zu Formazan im mitochondrialen Stoffwechsel (74).
Die Zellzahl in Form des Proteingehaltes wurde mit dem SRB-Assay gemessen (75). Die Zellen
der einzelnen Spender wurden zuvor mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe des Wirkstoffes
Uber 24, 48 oder 72 Stunden inkubiert. An die Messdaten wurde eine Hillfunktion angendhert, um
die Dosis-Wirkungs-Beziehung von Inositol-C2-PAF mathematisch zu beschreiben. Die Hillfunktion
wurde 1910 eingefiihrt, um das Bindungsverhalten von Sauerstoff an Hamoglobin zu beschreiben
(67). Seitdem hat sie in modifizierter Form auch in der Pharmakologie Anwendung gefunden
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(68). Von besonderem Interesse bei der Quantifizierung der Wirkung von Inositol-C2-PAF war die
mathematische Ermittlung der Wirkstoffkonzentration, bei der 50% des maximalen inhibitorischen
Effektes eintreten (ICsg). Diese wurde flr alle Spender und Inkubationszeiten einzeln berechnet. Um
umfassendere Aussagen treffen zu kédnnen, wurde aus den spenderbezogenen Werten auch das
arithemtische Mittel gebildet (Tabelle 15).

Tabelle 15:
ICsp von Inositol-C2-PAF im MTT- und SRB-Assay mit primaren Hautzellen
(Mittelwert + Standardabweichung)

24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
Keratinozyten
MTT-Assay 8,04 uM (+ 2,19) 5,81 uM (+ 1,64) 4,64 uM (+ 1,42)
SRB-Assay 5,49 uM (+ 3,25) 3,20 uM (+ 1,82) 2,55 uM (+ 1,05)
Fibroblasten
MTT-Assay 23,43 uM (= 1,98) 18,35 uM (& 2,08) 14,72 uM (= 3,65)
SRB-Assay 23,74 UM (+ 2,23) 14,04 M (+ 2,36) 13,17 uM (+ 2,32)

Bei beiden untersuchten Zelltypen konnte sowohl im MTT- als auch im SRB-Assay eine zeitabhangi-
ge Zunahme der Potenz von Inositol-C2-PAF mit einer kontinuierlich sinkenden ICso festgestellt
werden. Der Rickgang der ICsq in beiden Assays mit steigender Inkubationszeit lie3 sich mit einer
einzigen Ausnahme (Spender PK 12 im MTT-Assay) auch auf individueller Ebene beobachten. Vor
dem Hintergrund eines verhaltnismafig geringen zellularen Abbaus von Inositol-C2-PAF, lasst sich
die vorliegende Potenzzunahme des Wirkstoffes Uber die Inkubationszeit erklaren. Inositol-C2-PAF
weist im Gegensatz zu seinem engen strukturellen Verwandten Glc-C2-PAF in HaCaT-Zellen eine
deutlich langere Halbwertszeit auf (35).

In allen Untersuchungen bestatigte sich, dass die primaren Keratinozyten deutlich sensitiver ge-
genlber den Einflissen durch Inositol-C2-PAF sind als die Fibroblasten. Die ICsq in beiden Assays
und zu allen Inkubationszeiten unterschied sich signifikant um das Drei- bis Flnffache. Je nach
eingesetzter Substanz lassen sich in der Literatur unterschiedlich starke Einflisse auf primare
Fibroblasten und Keratinozyten finden. Bei der Behandlung mit sechs verschiedenen Antiseptika
durch Damour et al. wurde im MTT-Assay lediglich bei einem Wirkstoff eine niedrigere ICsq bei
den Keratinozyten als bei den Fibroblasten gefunden. Bei allen anderen Substanzen war die 1Csg
bei den Fibroblasten niedriger (77). Olschlager et al. wiesen im Gegensatz dazu bei primaren
Fibroblasten unter der Behandlung mit Natriumlaurylsulfat (SDS) im NRU-Assay eine im Vergleich
zu Keratinozyten vervielfachte ICsq nach (78).

Zusammenfassend lasst sich fir Inositol-C2-PAF in der kutanen Anwendung vorwiegend ein Effekt
auf die Epidermis antizipieren, der im zeitlichen Verlauf zunimmt.
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4.1.2 Gegenuberstellung des MTT- und des SRB-Assays in der 2D-Monokultur

Wahrend der MTT-Assay die mitochondriale Aktivitat der untersuchten Zellen misst, erfasst der
SRB-Assay ihren Proteingehalt. Die Mechanismen, die einer Abnahme der Signale zu Grunde liegen
konnen, sind in beiden Assays jedoch die selben. Ein Erniedrigung kann durch eine verminderte
Proliferation und/oder eine verminderte Viabilitdt aufgrund von Apoptose oder Nekrose hervorge-
rufen werden. Daher finden beide Assays Anwendung in der in vitro-Evaluation toxischer Effekte
von Wirkstoffen. Vajrabhaya et al. haben beispielsweise die Toxizitat der pulverisierten Pflanze
Clinacanthus nutans an murinen Fibroblasten untersucht. Daflir wurden beide Assays genutzt und
anschlieBend miteinander verglichen, wobei keine relevanten Unterschiede zwischen den Tests
festgestellt wurden (79). Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Potenz
von Inositol-C2-PAF in Bezug auf die Erniedrigung des Proteingehalts im SRB-Assay starker ist als
auf die metabolische Aktivitat im MTT-Assay. Diese Tendenz konnte bei den primaren Keratinozyten
bereits nach 24 Stunden beobachtet werden, wahrend sie bei den dermalen Fibroblasten erst
ab einer 48-stiindigen Inkubationszeit einsetzte (Abbildung 29). Auch wenn die Differenzen der
IC50-Werte aufgrund interindividueller Schwankungen lediglich bei den primaren Fibroblasten nach
48 Stunden einer Signifikanztestung standhielten, so war die Tendenz einer verstarkten Hemmung
der Proteinmasse gegenlber der metabolischen Aktivitdt auch bei den Keratinozyten deutlich
vorhanden und konstant zu beobachten.
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Abbildung 29:

Vergleich des Einflusses von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat (MTT-Assay) und die Biomasse
(SRB-Assay) primarer Hautzellen. Die ICsy beschreibt die Wirkstoffkonzentration, bei der die metabolische
Aktivitat bzw. die Biomasse um 50% gegeniiber der Kontrolle reduziert ist. Die Werte entsprechen dem arith-
metischen Mittel der ICsy der individuellen Spender, wobei bei den Fibroblasten mindestens 4 (n > 4) und bei
den Keratinozyten mindestens 3 Spender (n > 3) in die Berechnung einflossen. Die Fehlerbalken bilden die
Standardabweichung ab und signifikante Unterschiede sind mit Sternchen gekennzeichnet.

Aufgrund der ausreichenden Zahlen an isolierten Fibroblasten konnten die im SRB-Assay verwende-
ten Spender auch fir den MTT-Assay genutzt werden. Dies ermdglichte einen direkten Vergleich der
Effekte von Inositol-C2-PAF auf individueller Ebene. Nach 24 Stunden konnte die jeweilige 1Csq bei
den Spendern PF 5 und PF 6 mit der maximal eingesetzten Wirkstoffkonzentration von 20 uM nicht
erreicht werden. Daher wurden die Wirkstoffkonzentrationen bei den weiteren Spendern erhéht, was
die Interpolation der ICsy ermdglichte. Es zeigte sich bei den Spendern PF 8 und PF 10 nahezu kein
Unterschied in der ICsg, wahrend bei Spender PF 7 und PF 9 die ICsqg im MTT-Assay leicht unterhalb
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derer im SRB-Assay lag. Ein deutlicher Unterschied in der Potenz des Wirkstoffes war also auch auf
individueller Ebene bei den Fibroblasten nach 24 Stunden nicht vorhanden. Nach 48 Stunden konnte
die ICsp von Spender PF 5 im MTT-Assay mit der maximal eingesetzten Konzentration von 20 uM
erneut nicht erreicht werden. Die ICsgq lie3 sich im SRB-Assay im Gegensatz dazu erreichen. Dies
ist Ausdruck der hdheren Potenz des Wirkstoffes bei der Hemmung der Proteinmasse und wurde
durch den Vergleich der IC5o-Werte der weiteren Spender (PF 6, PF 7 und PF 8) nach 48-stiindiger
Inkubation ebenfalls bestatigt (Abbildung 30). Gleiches zeigte sich nach einer Inkubationszeit von 72
Stunden mit dem Spender PF 8 als einziger Ausnahme. Ein direkter Vergleich vom MTT- und SRB-
Assay beim selben Spender war fir die Keratinozyten nicht mdglich, da keine ausreichende Anzahl
an Zellen aus den Praputien isoliert werden konnte, um beide Assays durchzufiihren. Stattdessen
mussten fir die Assays verschiedene Spender herangezogen werden.
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Abbildung 30:

Unterschiede im Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitdt und Proteinmasse von priméaren
dermalen Fibroblasten nach 48-stiindiger Inkubationszeit. Die metabolische Aktivitdt wurde mit dem MTT-
Assay und die Biomasse mit dem SRB-Assay bestimmt. An die Messwerte wurden die hier abgebildeten
Hillfunktionen modelliert, um die jeweilige ICso zu ermitteln.

4.1.3 Beeinflussung des mTOR-Signalings als moglicher Mechanismus der Inositol-C2-PAF-
Wirkung

Die in dieser Arbeit beobachtete Abnahme der metabolischen Aktivitat und der Biomasse von
primaren Hautzellen unter steigenden Inositol-C2-PAF-Konzentrationen kann verschiedene Ursa-
chen haben. Ein mdglicher Erklarungsansatz ist die Senkung der Proliferationsrate durch den Wirk-
stoff. Dieser senkt bei HaCaT-Keratinozyten zumindest innerhalb der ersten 24 Stunden der Inku-
bation den Anteil von Zellen in proliferativen Zellzyklusphasen zugunsten von nicht proliferierenden
Zellen (35). Die Induktion der Apoptose stellt eine weitere potentielle Ursache dar. Sie konnte eben-
falls an HaCaT-Keratinozyten insbesondere nach 48-stiindiger Inkubation mit Inositol-C2-PAF beob-
achtet werden (35). Mittels Jurkat-Zellen wurde der molekulare Mechanismus der Apoptoseinduktion
durch den Wirkstoff aufgeklart. Inositol-C2-PAF fuhrt demzufolge unabhangig vom FAS-Rezeptor zur
Aktivierung des extrinsichen Apoptoseweges bei gleichzeitiger Aktivierung des intrinsischen Signal-
weges (46). Als weiterer Erklarungsansatz fir die Abnahme der Biomasse und der metabolischen
Aktivitat kann die Lyse der Zellen durch den Wirkstoff gesehen werden. Der Mechanismus, mit dem
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glykosidierte Phospholipide wie Inositol-C2-PAF zur Zelllyse fihren, wurde an einem weiteren Vertre-
ter der Stoffklasse, Glc-PAF, erforscht. Dabei zeigte sich eine Porenbildung in der Zellmembran durch
die Interkalation des Wirkstoffes (45). Mit dem LDH-Assay konnten bei HaCaT-Keratinozyten die lyti-
schen Eigenschaften von Inositol-C2-PAF unter dem Einsatz héherer Konzentrationen nachgewiesen
werden. Die halbmaximal letale Konzentration (LCsg) lag bei 15 uM, wahrend die Proliferation der Zel-
len bereits bei 1,8 uM halbiert wurde (35). Differenzen zwischen der ICsy und der LCsg konnten auch
bei den Brustkrebszelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 festgestellt werden (Tabelle 16).

Die Proliferationshemmung, Apoptoseinduktion

und Lyse sind also potentielle Ursachen firr die Tabelleté: _
Halmaximal antiproliferative bzw. letale Konzentration

Abnahme der Biomasse und metabolischen (1. bzw. LCs,) von Inositol-C2-PAF in der Behandlung
Aktivitat der primaren Hautzellen. Sie kénnten verschiedener Zelltypen liber 48 Stunden

auch kombiniert vorliegen, wobei anzunehmen  Zelltyp IC50 LCso Quelle
ware, dass mit zunehmender Inkubationszeit HaCaT 1,8 uM 15uM  (35)
der Einfluss der Apoptose gegeniber der Proli- MCF-7 3,5 uM 9,3uM  (80)

ferationshemmung steigt, wahrend in besonders  MDA-MB-231 3,5uM 7,4uM  (80)
hohen Konzentrationen die Zelllyse dominiert.

Um die mdglichen Ursachen klar voneinander abzugrenzen, sind der MTT- und SRB-Assay nicht
geeignet. Stattdessen misste weitere Forschung mit erweiterten Untersuchungsmethoden durch-
geflhrt werden.

Daruber hinaus stellt sich die Frage nach den molekularen Mechanismen, die die beobachteten
Phanomene hervorrufen kénnten. In Untersuchungen an HaCaT-, MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen
konnte Ubereinstimmend nachgewiesen werden, dass Inositol-C2-PAF die Phosphorylierung der
Proteinkinase B (PKB, AKT) an Position S473 reduziert (80). Das Signalenzym PKB weist mit
T308, T450 und S473 drei wichtige Phosphorylierungspositionen auf. Die Phosphorylierung an
Position S473 ist durch die Kinase mTOR reguliert, was einen Einfluss von Inositol-C2-PAF auf
mTOR nahelegt. Die Kinase kommt in zwei verschiedenen Komplexen vor (mTORC1 und mTORC2).
Wahrend mTOR als Teil vom zweiten Komplex (mMTORC2) an der Initiation der Signaltransduktion
durch die PKB beteiligt ist, wird mTOR als Teil vom ersten Komplex (mTORC1) indirekt von der
PKB aktiviert (80, 81). Aktives mTORC1 induziert durch Phosphorylierung einer Vielzahl von
Zielstrukturen die Proteinbiosynthese in den Zellen. Dabei lassen sich die translatierten Proteine
funktionell unterschiedlich zuordnen. Eine Gruppe bilden Molekile der ribosomalen Proteinsynthese,
wodurch die Translation und damit die anabole Stoffwechsellage weiter verstarkt werden. Durch eine
andere Gruppe an Proteinen wird der mitochondriale Stoffwechsel erhéht, womit die notwendige
Energie fir die anabole Stoffwechsellage bereitgestellt werden kann. Gleichzeitig wird die Synthese
von proproliferativen Proteinen gesteigert (82). Reziprok wird durch die Expression antiapoptotischer
Proteine der programmierte Zelltod gehemmt (83).

Die vielfaltigen Wirkungen von mTOR und der Umstand, dass Inositol-C2-PAF dessen Aktivitat mo-
difizieren kann, bieten Erklarungsansatze fir die erhobenen Ergebnisse. Auch dass die Hemmung
der metabolischen Aktivitat unter Einfluss des Wirkstoffes tendenziell erst nach der Senkung der
Proteinmasse eintritt, ist auf physiologischer Ebene schlissig. SchlieBlich stellt die Energiegewin-
nung die Grundlage fir die Proteinbiosynthese dar. Gleichzeitig bietet das mTOR-Signaling einen
molekularbiologischen Hinweis, dass auch die Abnahme der Proliferation und die Zunahme der

74



Apoptose an der Abnahme der Proteinmasse und metabolischen Aktivitat beteiligt sein kénnen.

4.1.4 Induktion der metabolischen Aktivitat primarer Fibroblasten mit niedrigen Inositol-C2-
PAF-Konzentrationen

Bei primaren dermalen Fibroblasten hat die Behandlung mit Inositol-C2-PAF in niedrigen Konzentra-
tionen zu einer Induktion der metabolischen Aktivitat geflihrt, bevor in den héheren Konzentrationen
der hemmende Effekt eingesetzt hat. Nach 24 Stunden trat dies bei allen und nach 48 Stunden bei
der Halfte der Spender auf. Die H6he der induktiven Wirkstoffkonzentration variierte dabei zwischen
den Spendern. Nach 72 Stunden war kein erhéhter MTT-Metabolismus unter der Gabe von Inositol-
C2-PAF mehr feststellbar. Die beobachteten Effekte traten also bei individuellen Konzentrationen
auf und nahmen mit der Inkubationszeit ab. Im SRB-Assay ergab sich im Gegensatz dazu kein
deutlicher Anhalt fir eine grundsatzliche induktive Wirkung auf die Proteinmasse. Lediglich bei den
Spendern PF 8 und PF 9 war nach 24 Stunden die Proteinmasse bei niedrigen Wirkstoffkonzen-
trationen erhoht. Bei allen anderen Spendern und zu jeder anderen Inkubationszeit war dies nicht
Fall. Bei den Keratinozyten traten weder im MTT- noch im SRB-Assay Signalerh6hungen unter
Inositol-C2-PAF-Therapie auf.

Far den Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die metabolische Aktivitat war zuvor ein monophasischer,
sigmoidaler Kurvenverlauf antizipiert worden. Daher wurde die Hillfunktion als Naherungsfunktion
gewahlt. Dieses Modell weist in der Abbildung des tatsachlichen, biphasischen Verlaufs der Daten
in den oben beschriebenen Fallen Schwachen auf. Das Problem mit biphasischen Verldufen von
Daten haben Di Veroli et al. in ihrer Analyse von Uber 11.000 Dosis-Wirkungs-Kurven erkannt.
Obwohl ca. 70% der Kurvenverlaufe monophasisch waren, ergaben sich fir die Ubrigen Daten
passendere Annaherungsmodelle. Am haufigsten darunter vertreten waren biphasische Verlaufe mit
eine stimulativen Komponente (ca. 20%). Um mathematisch eine bessere Anndherung an die Daten
zu ermdglichen, haben Di Veroli et al. das klassische Hill-Modell modifiziert (Abbildung 31). Far
Konzentrationsbereiche mit unterschiedlicher Wirkung werden dabei jeweils eigene Hillfunktionen
erstellt, die dann ein Gesamtmodell ergeben (66).

(a) Klassische Hillfunktion (b) biphasisch stimulierend-inhibitorischer Kurvenverlauf
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Abbildung 31:

Gegenuberstellung der klassischen (a) und der modifizierten Hillfunktion nach Di Veroli et al. (b) als Nahe-
rungsfunktionen an die im SRB-Assay ermittelten Daten von murinen pankreatischen Tumorzellen (KPC-
K8484) unter der Behandlung mit Gemcitabin (66)

Auch wenn sich mit diesem Hill-Modell nach Di Veroli et al. eine bessere Anndherung an die Daten
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der Spender erreichen lieBe, bleibt weiterhin die Frage bestehen, worauf der Effekt beruht. An
dieser Stelle wéaren weitere Untersuchungen notwendig. Ein mdglicher Erklarungsansatz bietet
der Umstand, dass Anti-Tumor-Phospholipide (ATLs) direkt auf Mitochondrien wirken kénnen.
Mollinedo et al. haben gezeigt, dass das ATL Edelfosin an isolierten, murinen Mitochondrien die
Offnung der Permeability-Transition-Pore (PTP) der inneren Mitochondrienmembran induziert. Die
Folge ist das Anschwellen der Mitochondrien und gegebenenfalls die Induktion des intrinsischen
Apoptoseweges (84). Die erhdhte Membranpermeabilitat kénnte mdglicherweise auch zu einer
erhéhten MTT-Aufnahme in die Mitochondrien flihren. Das wirde einen héheren Umsatz des Salzes
zu Formazan erklaren.

4.1.5 Einflussfaktoren auf primare Hautzellen

Insgesamt lie3 sich feststellen, dass zwischen den Spendern trotz gleicher Zellzahl sowohl bei
der metabolischen Aktivitat als auch bei der Proteinmasse Unterschiede bestanden. Besonders
ausgepragt waren diese Unterschiede beispielsweise beim MTT-Assay dermaler Fibroblasten
nach 72 Stunden, wo die niedrigste individuelle 1Csy 11,58 uM und die héchste 19,88 uM betrug.
Ahnliches war auch im SRB-Assay der primaren Keratinozyten nach 24 Stunden zu beobachten.
Hier lag der niedrigste Wert bei 3,10 uM und der hochste bei 9,19 uM. Diese teilweise deutlichen
Schwankungen sind darauf zurtickzufiihren, dass die Zellen von verschiedenen Individuen stammen
und dementsprechend in ihrer genetischen Ausstattung ebenso divers sind wie ihre Spender. Bei
immortalisierten Zelllinien bestehen keine genetische Unterschiede untereinander. Dies flhrt zu
geringeren Schwankungen der Ergebnisse. Gleichzeitig bestehen dabei allerdings die entschei-
denden Nachteile, dass die Zellen unnatlrliche genetische Veranderungen aufweisen und keinerlei
genetische Diversitat reprasentieren.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die in dieser Arbeit verwendeten primaren Hautzellen ist der Um-
stand, dass die Zellen von kindlichen Praputien nach medizinisch indizierter Zirkumzision isoliert
worden sind. Eine Indikation flr die Zirkumzision ab einem Alter von 4 Jahren ist das Vorliegen
einer Phimose, die auf eine konservative Therapie nicht ausreichend anspricht. Als Phimose
wird eine Vorhautverengung bezeichnet, die die vollstandige Retraktion des Praputiums Uber die
Glans penis verhindert. In einer ersten Stufe ist daraufhin eine konservative Therapie mit einer
0,05%igen Dexamethason-Salbe indiziert. Nur wenn die Salbentherapie erfolglos bleibt, kommt es
zur operativen Versorgung der Phimose. Ein weiterer Grund flir eine Zirkumzision im Rahmen einer
Phimose kann die Balanoposthitis, also die Entziindung von Vorhaut und Glans penis, sein. Nach
einer konservativen entzindungshemmenden und antiinfektidsen Therapie ist im entziindungsfreien
Intervall eine Operation indiziert. Auch der makroskopische Verdacht auf eine Balanitis xerotica
obliterans stellt eine Indikation zur Zirkumzision dar. Als Grunderkrankung liegt dabei mit dem Lichen
Sclerosus eine chronisch inflammatorische Hauterkrankung vor (85). Die Praputien, die in dieser
Arbeit zur Zellisolation genutzt wurden, kénnten also pathologisch bzw. inflammatorisch verandert
sein. AuBerdem waére eine Vorbehandlung mit Steroiden und Antiinfektiva mdglich.
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4.2 Die 3D-Kokultur der Firma InSphero als Hautmodell

Zur Erforschung von Arzneimitteln fir den kutanen Einsatz stehen in vitro zweidimensionale (2D)
und dreidimensionale (3D) Modelle zur Verfligung. Zu den Vorteilen letzterer gehért die bessere
Abbildung der Zelleigenschaften in vivo aufgrund von Zell-Zell-Interaktionen und der moglichen ter-
minalen Differenzierung der Zellen (53). Diese aufB3ert sich bei Keratinozyten durch die Bildung eines
Stratum corneum (2). Durch die Kokultur von Keratinozyten und Fibroblasten lassen sich 3D-Modelle
weiter an die Haut anndhern, da nicht nur die Epidermis sondern auch die Dermis berlcksichtigt
wird. Die Firma InSphero hat ein solches Modell aus primaren Zellen mit der Hanging-Drop-Methode
hergestellt. Dieses Modell wurde im Rahmen seiner B-Testung fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

4.2.1 Die 3D-Kokultur weist eine regelrechte Differenzierung der Keratinozyten auf

Far die Charakterisierung der 3D-Kokultur priméarer Keratinozyten und Fibroblasten wurden Mikroge-
webe genutzt, die unbehandelt ber 5 Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert wurden. Mit Hilfe der
Immunfluoreszenzanalyse der epithelspezifischen Keratine (PanCK) und des Fibroblastenmarkers
S100A4 konnten die beiden Zellpopulationen voneinander abgegrenzt werden (5, 8). Die Keratino-
zyten bildeten dabei eine Hulle um den fibroblastenhaltigen Kern der Gewebe. Direkt an der Grenze
zum Gewebekern bildeten die Keratinozyten eine Basalschicht, in der die Zellkerne geordnet ne-
beneinander aufgereiht waren und in denen die Zytokeratine feingranular, insbesondere perinuklear
exprimiert wurden. Die verwendete Zytokeratinfarbung ist nicht spezifisch fir ein bestimmtes Zyto-
keratin, sondern bildete verschiedene Keratine ab. Typische basale Keratine, die hier zu erwarten
waren, sind Keratin 5 und Keratin 14 (5, 86). In den suprabasalen Schichten der 3D-Kokulturen nahm
die Signalintensitat der unspezifischen Zytokeratinfarbung zu. In der Haut verandern sich mit der
nach apikal zunehmenden Differenzierung auch die dominierenden Keratintypen. Keratin 1 wird da-
bei suprabasal exprimiert und gilt als terminaler Differenzierungsmarker (5, 86). Die Expression von
Keratin 1 konnte auch in dem 3D-Kokultur-Modell suprabasal nachgewiesen werden. Ein weiterer
Hinweis auf den Differenzierungsprozess, den die Keratinozyten in der Kultur durchliefen, war die
Uberwiegend suprabasale Expression von Filaggrin. Filaggrin ist als Vernetzungsprotein der Kera-
tinfilamente ebenfalls ein terminaler Differenzierungsmarker von Keratinozyten (6). Die beobachtete
Abnahme der Zellkerndichte innerhalb der Keratinozytenzellschicht des Modells deutete ebenfalls auf
eine Differenzierung der Zellen hin, die in der Haut mit dem Verlust von Zellkernen und -organellen
einhergeht (2).

Insgesamt weisen die Gewebe also sowohl einen dermalen als auch einen epidermalen Anteil
auf, von dem letzterer mehrschichtig ist und eine zunehmende Differenzierung nach auf3en hin
zeigt. Damit ist die 3D-Kokultur der Firma InSphero aus primaren Keratinozyten und Fibroblasten
ein in vitro-Modell der Haut, das die Situation in vivo zufriedenstellend abbildet. Als alternative
3D-Modelle mit vorhandener Keratinozytendifferenzierung sind das EpiKutis-, das EpiDerm- und
das SkinEthic-Modell zu nennen, die jedoch keinen fibroblastenhaltigen, dermalen Anteil aufweisen
(60, 87, 88). Alternative, fibroblastenhaltige Hautmodelle kénnen mittels Bioprinting oder mit einer
konventionellen Kultur hergestellt werden (61).
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4.2.2 Effekte von Inositol-C2-PAF auf die Keratinozytendifferenzierung in der normalen und
entziindlich veranderten 3D-Kokultur

Das 3D-Kokultur-Modell der Haut von der Firma InSphero war aufgrund der terminalen Differen-
zierung seiner Keratinozyten gut geeignet, um weitere Untersuchungen durchzufihren. Zum einen
sollte die Wirkung von Inositol-C2-PAF auf die Keratinozytendifferenzierung analysiert werden.
AuBerdem sollte ein inflammatorisches Milieu induziert werden, um entzindliche Hauterkrankungen
wie die Psoriasis zu simulieren. SchlieBlich sollte die Wirkung von Inositol-C2-PAF auch in diesem
Zusammenhang erforscht werden. Die 3D-Kokulturen wurden dafir Ober 5 Tage mit 1,25 uM
Inositol-C2-PAF, 1 ng/ml TNFa oder beidem in Kombination behandelt.

TNFa ist ein proinflammatorisches Zytokin, das an der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen
beteiligt ist. Es aktiviert durch extrazellulare Bindung seiner Rezeptoren (TNFR1 und TNFR2)
komplexe Signalkaskaden mit entsprechend vielféltigen Effekten. Ein zentraler Mechanismus ist
dabei die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB, der daraufhin die Transkription zahlreicher
inflammatorischer Gene initiilert (89). Darunter befinden sich beispielsweise Adhasionsmolekile,
Chemokine und weitere Zytokine (90). TNFa ist in der Pathogenese der Psoriasis ein zentrales
Zytokin mit Verbindung zur IL-23/IL-17- sowie IL-12/IFN-y-Achse (20, 21). Inositol-C2-PAF hat im
Gegensatz zu TNFa ein antientziindliches Wirkprofil. Die Expression inflammatorischer Gene in
HaCaT-Keratinozyten konnte durch den Wirkstoff gesenkt werden (42). Auch die Induktion von
Adhasionsmolekilen durch TNFa in humanen Endothelzellen wurde durch Inositol-C2-PAF antago-
nisiert (49).

Die Behandlung mit TNFa hat in den 3D-Kokulturen zu verschiedenen Effekten gefiihrt. Die
Intensitat der unspezifischen Keratinfarbung (PanCK) ist gesunken. In der Psoriasis liegt je nach
untersuchtem Keratin ein unterschiedliches Expressionsverhalten vor. Die Keratine 1 und 10 werden
vermindert und die Keratine 6 und 16 vermehrt exprimiert (25, 26). Da alle diese Keratine von den
verwendeten AntikOrpern detektiert wurden, lassen sich die Ergebnisse ohne Zusatzinformationen
schwer interpretieren. In der spezifischen Farbung von Keratin 1 kam es unter Einfluss von TNFa
zu einer Signalverstarkung. Das stellt eine Veranderung dar, die untypisch fir die Psoriasis ist.
Gleiches gilt fur die Filaggrinexpression, die unter der TNFa-Behandlung stieg, obwohl sie in der
Psoriasis reduziert ist (27). Smiths et al. haben in ihrem inflammatorischen 3D-Monokulturmodell
mit immortalisierterten humanen N/TERT-Keratinoyzten erfolgreich eine Reduktion von Filaggrin
erreicht (91). In der hier verwendeten 3D-Kokultur ist unter der Behandlung mit TNFa die Expression
von S100A4 im dermalen Anteil signifikant gesunken. Auch dies ist ein Ergebnis, das nicht mit
psoriatischen Lasionen in vivo vereinbar ist, in denen eine Erhéhung des Proteins vorliegt (24).

Unter Einfluss von Inositol-C2-PAF haben sich prodifferentielle Effekte in der 3D-Kokultur gezeigt.
Filaggrin als terminaler Differenzierungsmarker von Keratinozyten konnte signifikant gegentiber
der Kontrolle gesteigert werden. Keratin 1 als weiterer terminaler Differenzierungsmarker war
ebenfalls gesteigert, wobei diese Ergebnisse bei einer deutlichen Streuung keinem Signifikanztest
standhielten. Die prodifferentiellen Effekte von Inositol-C2-PAF in der Kokultur decken sich mit den
Erkenntnissen zu immortalisierten HaCaT-Keratinozyten. HaCaT-Zellen exprimieren unter der Be-
handlung mit dem Wirkstoff vermehrt Involucrin und ihre Transglutaminaseaktivitat kann gesteigert
werden (35). Diese Ergebnisse demonstrieren eine Induktion der Keratinozytendifferenzierung durch
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Inositol-C2-PAF.

Im Gegensatz zu den Keratinozyten wurden die Fibroblasten durch Inositol-C2-PAF nicht beeinflusst.
Die S100A4-Expression zeigte keinen Unterschied. Dieser Befund ist aus mehreren Grinden
plausibel. In dieser Arbeit konnte lber einen Zeitraum von 72 Stunden gezeigt werden, dass die
ICs5o primérer Fibroblasten in der 2D-Kultur bezlglich der metabolischen Aktivitat bei 14,72 uM und
bei 13,17 uM fir die Proteinmasse liegt. Die eingesetzte Wirkstoffkonzentration im 3D-Modell von
1,25 pM entspricht nur etwa einem Zehntel davon. Zudem dringt der Wirkstoff mittels Diffusion in
die spharischen Gewebe ein und dementsprechend nimmt sein Einfluss mit der Penetrationstiefe ab
(55). AuBerdem ist mit den terminal differenzierten Keratinozyten eine zusatzliche Diffusionsbarriere
im Sinne eines Cornified-Envelopes vorhanden (6). Die fir Fibroblasten ohnehin geringe Wirkstoff-
konzentration von 1,25 uM ist somit in der Gewebetiefe noch weiter reduziert.

Inositol-C2-PAF in Kombination mit TNFa flihrte in den 3D-Kokulturen zu ahnlichen Effekten wie die
TNFa-Behandlung. Die Expression der terminalen Differenzierungsmarker Keratin 1 und Filaggrin
wurde signifikant gesteigert, wahrend die Gesamtexpression von Zytokeratinen (PanCK) signifikant
reduziert war. Inositol-C2-PAF zeigte in der Kombinationsbehandlung also einen geringeren Einfluss
auf die Keratinozyten als TNFa.

Auch wenn die prodifferentiellen Eigenschaften von Inositol-C2-PAF sich in der 3D-Kokultur bestatigt
haben, konnte das Modell jedoch nicht mit TNFa inflammatorisch im Sinne der Psoriasis verandert
werden. Méglicherweise wiirde dies mit einem erweiterten Zytokinmix gelingen. Semini et al. nutzten
zur inflammatorischen Modifikation ihrer HaCaT-2D-Kultur einen Zytokinmix aus TNFa, IL1a, IL17,
IL22, und Onkostatin-M (44). Smiths et al. haben in ihrem 3D-Monokulturmodell mit immortalisierter-
ten humanen N/TERT-Keratinozyten eine Kombination aus TNFa, IL6 und IL1a genutzt (91).

4.3 Zusammenfassung unter Beriucksichtigung der Ausgangsfragestellungen

Die Frage, wie Inositol-C2-PAF die metabolische Aktivitat sowie den Proteingehalt primarer humaner
Hautzellen beeinflusst, konnte im Rahmen dieser Arbeit beantworten werden. Zusammenfassend
lie3 sich feststellen, dass der Wirkstoff sowohl die metabolische Aktivitat als auch den Protein-
gehalt konzentrationsabhangig reduziert. Die Potenz nahm dabei mit steigender Inkubationszeit
zu. Zwischen den beiden untersuchten primaren humanen Zelltypen zeigte Inositol-C2-PAF einen
Unterschied in seinem Einfluss, wobei die Potenz bei den primaren Keratinozyten deutlich gréRer
war als bei den dermalen Fibroblasten.

In dieser Arbeit konnte darliber hinaus gezeigt werden, dass sich das 3D-Kokulturmodell der Haut
von der Firma InSphero fiir die praklinische Anwendung in der pharmakologischen Forschung
eignet, da sich ein organtypischer Aufbau mit entsprechenden zellularen Markern nachweisen Iasst.
Insbesondere die vorhandene terminale Differenzierung der Keratinozyten mit der Ausbildung eines
Stratum corneum ist in diesem Zusammenhang von Bedeutung.

Auch die Frage nach dem Effekt von TNFa und Inositol-C2-PAF in der 3D-Kultur konnte in dieser
Arbeit adressiert werden. Hierbei zeigte Inositol-C2-PAF alleine einen prodifferentiellen Einfluss auf
die Keratinozyten. Der psoriasoform-inflammatorische Effekt von TNFa in der Kultur blieb jedoch
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aus. Stattdessen zeigte sich eine Zunahme der untersuchten Marker terminaler Keratinozytendiffe-
renzierung.

4.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurden erstmalig die halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen (ICsg) von
Inositol-C2-PAF in Bezug auf die metabolische Aktivitat und die Proteinmasse primarer Hautzellen
quantifiziert. Davon ausgehend ware ein Fokus auf die Proliferation, Apoptose und Lyse der Zellen
sinnvoll. Zur Quantifizierung der Proliferation wirde sich ein ELISA gegen das Ki-67-Protein eignen
(92). Ki-67 ist ein Antigen, das nur in den proliferativen Zellzyklusphasen G1, S, G2 und M nachweis-
bar ist. Ruhende Zellen in der GO Phase werden hingegen nicht erfasst. Damit ist das Verfahren gut
geeignet, um den Anteil der proliferierenden Zellen einer Population zu quantifizieren (93). Um die
Apoptose und Nekrose innerhalb einer Zellpopulation zu messen und voneinander zu unterscheiden,
eignet sich die Durchflusszytometrie. Dabei kann Propidiumiodid (Pl) verwendet werden, um die
nekrotischen Zellen zu markieren. Sie weisen eine gestérte Integritat der Zellmembran auf, was
dem Agenz die Mdglichkeit bietet, zur DNA vorzudringen und diese zu binden. Apoptotische Zellen
mit ihrer intakten Zellmembran werden nicht markiert. Stattdessen lassen sich apoptotische Zellen
identifizieren, da sie Phosphatidylserin auf der AuBBenseite ihrer Membran enthalten, welches sich
durch fluoreszenzgebundenes Annexin V markieren lasst (94). Bei diesen Untersuchungen kénnten
durch die Abgrenzung von Proliferationshemmung, Apoptose und Nekrose die Mechanismen
hinter der Abnahme der metabolischen Aktivitat und der Proteinmasse von primaren Hautzellen in
2D-Kulturen identifiziert werden.

Um die Wirkung von Inositol-C2-PAF in inflammatorischen, psoriatisch veranderten 3D-Modellen
weiter zu erforschen, ware die Nutzung von Modellen, die Immunzellen enthalten, sinnvoll. Die Zellen
des Immunsystems, insbesondere dendritische und T-Helfer-Zellen (CD4*), sind in vivo entschei-
dend an der Krankheitsentstehung beteiligt (11). Ein entsprechendes 3D-Kokultur-Modell priméarer
humaner Zellen ist durch Van Den Bogaard et al. realisiert worden. Hierzu wurden auf humaner
Dermis primare Keratinozyten kultiviert und in einer ALI-Kultur zur Differenzierung angeregt. In das
Medium unterhalb des ausdifferenzierten 3D-Modells wurden anschlieBend aktivierte CD4*-Zellen
eingebracht. Die T-Zellen migrierten im Verlauf in die Keratinozytenschicht und induzierten dort
einen psoriasoformen, inflammatorischen Phanotyp. Es kam zur Reduktion der Filaggrinexpression
und zur Synthese proinflammatorischer Zytokine durch die Keratinozyten (95). Die Behandlung
eines solchen Modells mit Inositol-C2-PAF kdnnte weitere Erkenntnisse bezlglich des potentiellen
therapeutischen Nutzens bei der Psoriasis bringen.

Der Wirkstoff kdnnte perspektivisch eine sinnvolle Ergdnzung zu den topischen Therapeutika
der Psoriasis darstellen. Bei entsprechender Effizienz kénnte er die Nutzung von systemischen
Therapien verringern. Bei den konventionellen systemischen Medikamenten bietet das den Vorteil
einer verringerten kumulativen Toxizitdt, wahrend der verminderte Einsatz von Biologika eine
auBerordentliche Kostenersparnis ware (11).

Far die klinische Anwendung von Inositol-C2-PAF misste eine topische Applikationsart entwickelt
werden. Bei der topischen Therapie der Psoriasis bestehen aufgrund der Verdickung des Stratum
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corneum besondere Herausforderungen. Die Penetration von Pharmaka ist umgekehrt proportional
zur Dicke der verhornten Epidermis und dementsprechend bei der Psoriasis vermindert. Die
Nanomedizin leistet einen wichtigen Beitrag in der Adressierung dieses Problems. Nanocarrier
werden dabei als Vektor genutzt, mit dem Pharmaka ihren Wirkort erreichen. Es existieren ver-
schiedene Nanocarrier-Klassen, unter anderem Polymer-, Lipid- und Metall-Nanopartikel (96). Far
Kortikosteroide konnte eine erhdhte Penetration der Haut und eine verstarkte antiinflammatorische
Wirkung nachgewiesen werden, wenn sie in Polymer- oder Lipid-Nanocarriern appliziert wurden
(97). Mit Methotrexat, welches Ublicherweise systemisch bei der Psoriasis eingesetzt wird, wurden
fir die topische Anwendung unter anderem Metall-Nanopartikel beladen. Das flhrte zu einer
Penetration der Haut bis in die Dermis hinein. Vorteilhaft daran konnte eine effizientere Hemmung
des inflammatorischen Milieus der Haut sein, wobei potentiell auch der Nachteil einer systemischen
Verteilung des Wirkstoffes besteht (96).

Als Nanocarriersystem fir Inositol-C2-PAF kénnten sich beispielsweise Liposome eignen, die zu
den Lipid-Nanocarriern gehdéren. Sie sind aus einer spharischen Doppellipidschicht aufgebaut, die
ein hydrophiles Kompartiment umschlief3t. In ihrem Kern kdnnen sie dementsprechend hydrophile
Pharmaka transportieren, wahrend lipophile Substanzen in die Doppellipidschicht eingelagert
werden kdnnen (98). Da es sich bei Inositol-C2-PAF um ein amphiphiles Molekull handelt, welches in
Biomembranen akkumuliert, kbnnte es gegebenenfalls auch in die Doppellipidschicht der Liposome
interkalieren. Dies wirde eine technisch einfache, passive Beladung des Nanocarriers ermoglichen.
Neben der Beladung mussten auch die Penetration der Epidermis mit dem beladenen Nanocarrier
und die Freisetzung des Wirkstoffes untersucht werden. Dafiir wirden sich in vitro dreidimensionale
Modelle der Haut mit ausgebildetem Stratum corneum eignen.
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