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Vollstadndiger Name
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gRT-PCR

Rho
RNA
S100A7
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STAT
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TGF
Th
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TNF
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VEGF

I-kB-Kinase, Bestandteil des NF-kB-Signalwegs
Interleukin, zum Beispiel Interleukin-6 (IL-6)

Inositol-C2-PAF

Just Another Kinase / Januskinase
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Vascular cell adhesion molecule

Vascular endothelial growth factor
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Abstract (English)

Abstract (English)

Introduction: The alkylphospholipid (APL) Inositol-C2-PAF has emerged as a possible
new agent for the treatment of psoriasis and other inflammatory diseases. When co-
incubated with keratinocytes and tumor cells, it has been shown to inhibit cell proliferation
at nontoxic concentrations and induce cell differentiation. To launch into clinical trials, it
is required to clarify the mode of action by which Inositol-C2-PAF exerts its beneficial
effects. The STAT3 pathway is an important signaling joint in inflammation in general and
psoriasis in particular. The aim of this work is to analyze the influence of Inositol-C2-PAF
on the STAT3 pathway.

Methods: HaCaT cells, a keratinocyte-derived cell line, were incubated with Interleukin-
6 (IL-6), a cytokine that has been proven to be pivotal in psoriasis pathogenesis, and
Inositol-C2-PAF. Influences on the STAT3 pathway were analyzed via Western blot, gRT-
PCR and immunofluorescence techniques.

Results: It is shown here that Inositol-C2-PAF reduces the total amount of STAT3 and
inhibits the activation of STAT3 via phosphorylation. Subsequently, Inositol-C2-PAF
inhibits the nuclear localization of STAT3. Consistently, Inositol-C2-PAF also inhibits the
expression of genes that are regulated by STAT3, such as the genes for BIRC5, S100A7
and IL-6, which are induced by inflammatory stimuli. It also reduces total intracellular
amount of AKT and the activation of AKT via phosphorylation.

Conclusion: Inositol-C2-PAF is a potent inhibitor of the STAT3 pathway on total protein
and on activation levels. Thereby, the compound qualifies as a possible new treatment
for diseases in which an increased STAT3 activation is pivotal, such as psoriasis. Inositol-
C2-PAF reduces the expression of STAT3 regulated genes, such as Survivin and S100A7
that are linked not only to the pathogenesis of psoriasis, but also to various other
diseases. It also reduces the expression of IL-6 and might prove a powerful tool in

disrupting a detrimental feed-forward loop of IL-6 triggered IL-6 release.
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Kurzdarstellung (Deutsch)

Kurzdarstellung (Deutsch)

Einleitung: Das Alkylphospholipid (APL) Inositol-C2-PAF wurde als mdgliche neue
Behandlungsoption fur entzindliche Erkrankungen wie der Psoriasis identifiziert. In
Keratinozyten und Tumorzellen hemmt es in nicht-toxischer Konzentration die
Zellproliferation und fordert die Zelldifferenzierung. Um Inositol-C2-PAF im Rahmen
klinischer Studien testen zu kénnen, muss zunachst der Wirkmechanismus des APL
aufgeklart werden. Der STAT3-Signalweg nimmt in Entzindungsreaktionen im
Allgemeinen und in der Krankheitsentstehung von Psoriasis im Speziellen eine
Schlisselrolle ein. Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Inositol-C2-PAF auf den
STAT3-Signalweg zu analysieren.

Methoden: HaCaT-Zellen, eine von Keratinozyten abgeleitete Zelllinie, wurden mit
Interleukin-6 (IL-6), einem Zytokin, das in der Pathogenese der Schuppenflechte eine
entscheidende Rolle spielt, und Inositol-C2-PAF inkubiert. Der Einfluss auf den STAT3-
Signalweg wurde mittels Western Blot, gRT-PCR und Immunfluoreszenz analysiert.
Ergebnisse: Inositol-C2-PAF reduziert die absolute intrazellulare STAT3-Konzentration
und inhibiert die Aktivierung von STAT3. Es inhibiert die nukle&re Lokalisation von STAT3
und die Expression von Genen, die sowohl von STAT3 reguliert werden als auch durch
inflammatorische Stimuli induziert werden, wie zum Beispiel BIRC5, S100A7 und IL-6.
Weiterhin reduziert es die absolute intrazellulare Konzentration und die Aktivierung von
AKT.

Schlussfolgerung: Inositol-C2-PAF ist ein potenter Inhibitor des STAT3-Signalwegs.
Dadurch qualifiziert es sich als mogliche neue Behandlungsoption fur Erkrankungen, in
denen eine pathologisch erhdhte Aktivitat des STAT3-Signalwegs eine wichtige Rolle
spielt, wie zum Beispiel der Psoriasis. Inositol-C2-PAF reduziert die Expression von
Genen, die von STATS3 reguliert werden, beispielsweise BIRC5 und S100A7, die nicht
nur mit der Pathogenese der Psoriasis in Verbindung stehen, sondern auch in
zahlreichen weiteren Erkrankungen eine Rolle spielen. Weiterhin reduziert es die
Expression von IL-6 und kdnnte sich als hilfreiches Werkzeug erweisen, um schadliche
positiv-selbstverstarkende Ruckkopplungen aus IL-6 vermittelter IL-6-Freisetzung zu

unterbinden.
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Einfuhrung

1. EinfUhrung

,Healthy skin is an effective state of

Immune tolerance.”

Lowes et al., 2014 [1]

Alkylphospholipide wurden zunéchst als sogenannte Anti-Tumor-Lipide entwickelt, um
gegen Tumorerkrankungen eingesetzt zu werden. In jingeren Publikationen trat jedoch
zunehmend auch ihr Potential in der Behandlung von solchen Erkrankungen in den
Vordergrund, bei denen eine UbermaRige Aktivierung des Immunsystems im Mittelpunkt
steht. So wurde eine Anwendung zum Beispiel bei Multipler Sklerose [2] und bei
Psoriasis [3] diskutiert. Infolgedessen wurde ihr Potential als Therapie dieser
Erkrankungen erforscht und es zeigten sich vielversprechende Ergebnisse. Um die
Wirkweise eines der Alkylphospholipide, Inositol-C2-PAF, besser zu verstehen und um
diese Stoffe eines Tages in klinischen Studien testen zu kénnen, muss der Mechanismus,
durch den es auf Ebene der intra- und extrazellularen Signale wirkt, aufgeklart werden.
Die vorliegende Arbeit soll ihren Teil dazu beitragen, indem sie die Wirkung von Inositol-
C2-PAF auf den STAT3-Signalweg, der insbesondere bei der Pathogenese der Psoriasis

eine wichtige Rolle spielt, beleuchtet.
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Einfuhrung

1.1. Psoriasis

Die Psoriasis, auch Schuppenflechte genannt, ist eine chronische Erkrankung, die
zumeist mit typischen Hautlasionen einhergeht und durch eine dysfunktionale Aktivierung
des Immunsystems gekennzeichnet ist. Beschwerden treten meist in der Adoleszenz
oder im frihen Erwachsenenalter erstmalig auf und persistieren oft das gesamte
Leben [4]. Es wurden verschiedene Formen der Psoriasis beschrieben. Am haufigsten,
in ca. 90% der Falle, tritt eine Psoriasis vulgaris auf. Zahlreiche andere Formen sind
beschrieben, zum Beispiel die Psoriasisarthritis, die in seltenen Fallen auch ohne
Hautlasionen auftreten kann, oder die Psoriasis pustulosa [5]. Wenn in dieser Arbeit in
einfacher Form von Psoriasis oder Schuppenflechte die Rede ist, so ist damit stets deren

haufigste Manifestation, die Psoriasis vulgaris, gemeint.

1.1.1. Symptome der Psoriasis

Die Symptome der Psoriasis rezidivieren haufig und konnen sich in der Intensitat ihres
Auftretens deutlich unterscheiden. Das Leitsymptom sind die typischen makulo-
papuldsen Effloreszenzen: Auf gerétetem Grund tritt eine weildlich-silberne Schuppung
auf. Die unterliegende Haut erscheint dabei verdickt. Hautlasionen treten meist auf
besonders belasteten Hautpartien auf, zum Beispiel um Gelenke, und bevorzugt auf der
Extensorenseite [6]. An den Lasionen lasst sich typischerweise das
Kerzenwachsphdnomen (signe de la tache de bougie) beobachten: Bei vorsichtigem
Entfernen der Hautschuppen erscheinen diese wie abgeriebenes Kerzenwachs.
Unterhalb der Schuppen kommt ein dinnes H&autchen zum Vorschein, dies wird das
Phanomen des letzten Hautchens genannt. Entfernt man auch diese Hautschuppe,
kommt es zu einer punktférmigen Blutung, dem sogenannten ,blutigen Tau“ (Auspitz-
Zeichen) [6].

1.1.2. Relevanz der Psoriasis

Ungefahr 25 Millionen Menschen in Europa und Nordamerika, also ca. 2 — 3% der

Gesamtbevdlkerung, leiden an Schuppenflechte. In Deutschland waren dies bei einer
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Pravalenz, die in 2010 und 2011 veréffentlichen Studien mit ungefahr 2,5% angegeben
wird, Uber 2 Millionen Menschen [4, 7, 8]. Das macht Psoriasis zu einer der
dermatologischen Erkrankungen mit der hochsten Pravalenz in diesen Regionen. Zudem
gibt es Hinweise darauf, dass die Pravalenz aktuell weiter zunimmt. Ursachen dafir
werden in Veranderungen in Bezug auf Lebensstil und auf Umweltbelastungen vermutet
[9]. In anderen geographischen Regionen schwankt die Pravalenz von geschatzten 0,9%
bis 8,5%, wobei die Schuppenflechte mit zunehmender Entfernung vom Aquator haufiger
auftritt [10].

Die bei der Schuppenflechte auftretenden Hauterscheinungen werden von vielen
Patienten als stigmatisierend erlebt. Eine Studie aus Grof3britannien aus dem Jahr 2009
zeigte, dass sich 62% der an Psoriasis erkrankten Teilnehmenden durch die Erkrankung
in ihrer sozialen Interaktion eingeschrankt fuhlten und 59% gaben an, dass die
Erkrankung ihr Arbeitsleben negativ beeinflusse. Nur 25% stimmten der Aussage zu,
dass die Schuppenflechte ihr Sozialleben nicht negativ beeinflusse [11].

Studien belegen auch eine hohe soziobkonomische Bedeutung der Psoriasis [12-14]. In
den Vereinigten Staaten von Amerika wurden allein die direkten jahrlichen Kosten, die
durch die Behandlung von Psoriasis entstehen, auf 1,2 Milliarden US-Dollar geschétzt.
Davon entfallen mehr als eine Milliarde US-Dollar, also ca. 84% der Gesamtsumme, auf

Ausgaben fir Medikamente [15].

In aktuellen Publikationen wird Psoriasis zunehmend als systemische Erkrankung
angesehen. Dementsprechend sind die Hautlasionen nur ein  Teil eines
Krankheitskomplexes und es kdnnen mannigfaltige Organbeteiligungen auftreten. Die
Beeintrachtigung von Gelenken in Form der Psoriasisarthritis, die bei ca. 30% der
Patienten mit Psoriasis auftritt, ist nur ein prominentes Beispiel [16, 17].

Zudem ist bei Patienten mit Psoriasis das Auftreten zahlreicher Ko-Morbiditaten belegt.
So tritt zum Beispiel das metabolische Syndrom bei Patienten mit Psoriasis nahezu
dreimal haufiger auf als in einer Kontrollgruppe [8].

Die Wahrnehmung von Psoriasis als grof3erer Krankheitskomplex und als systemische
Erkrankung unterstreicht ihre Bedeutung in weiteren pathogenetischen Prozessen.
Daher verspricht eine erfolgreiche Behandlung der psoriatischen Hautlasionen auch eine
reduzierte Komorbiditdt und eine Verbesserung der allgemeinen Lebensqualitat der

Betroffenen.
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1.1.3. Pathogenese der Psoriasis

Die Pathogenese der Psoriasis ist noch nicht endgultig aufgeklart. Es existieren hierzu
zahlreiche wissenschaftliche Modelle und mit jedem Jahr steigt das Wissen um die
verschiedenen Prozesse, die zur Entstehung und Aufrechterhaltung der Krankheit
beitragen. Den verschiedenen Formen der Psoriasis, wie z.B. der Psoriasis vulgaris oder
der Psoriasis pustulosa, ebenso wie den verschiedenen Geweben, in denen sich die
Erkrankung manifestieren kann, liegen zum Teil unterschiedliche pathogenetische
Vorgange zugrunde.

Betrachtet man die Hautlasionen genauer, zeigen sich in der histologischen

Untersuchung folgende typische Merkmale:

(1) ernbhte Proliferation der Keratinozyten mit dem Resultat einer epidermalen
Akanthose

(2) dilatierte Blutgefal3e in der Dermis

(3) inflammatorische Infiltrate

Bei Patienten, die an Psoriasis leiden, zeigt die nicht von Effloreszenzen betroffene Haut
keine der genannten Auffalligkeiten [5]. Wie im Folgenden beschrieben, verflechten sich
in komplexen Wechselwirkungen die gestorten und regularen Funktionen der Zellen in
Dermis und Epidermis zur Pathogenese der Psoriasis. Um eine Ubersicht zu gewinnen,
ist es zunéchst sinnvoll, die Entstehung psoriatischer Hautldsionen in zwei Phasen

einzuteilen: Die Phase der Entstehung und die Phase der Aufrechterhaltung.

1.1.3.1. Phase der Entstehung

In der Entstehung der Psoriasis treffen ausldsende Umweltfaktoren auf einen genetisch
pradispositionierten (oder permissiven) Organismus.

Die genetische Pradisposition beeinflusst sowohl die Erkrankungswahrscheinlichkeit, als
auch den individuellen Verlauf, wie z.B. den Manifestationszeitpunkt oder -ort [18, 19].
Ein gehauftes familidres Auftreten wurde bereits 1931 von K. Hoede beschrieben und in
weiteren Studien bestétigt [20].
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Die auslosenden Faktoren sind zahlreich und lassen sich in lokale Reizfaktoren und
systemische Reizfaktoren einteilen. Die isomorphe Reaktion auf eine lokale Reizung wird
nach ihrem Erstbeschreiber auch als Kébner-Phanomen bezeichnet [21] und kann nach
verschiedenartigen lokalen Reizungen, insbesondere nach physikalischem Trauma,
auftreten. Als systemische Reizfaktoren sind unter anderem Infektionen, der Beginn einer
Medikation, zum Beispiel mit Lithium, Betablockern oder Malaria-Therapeutika, und der
Glukokortikoidentzug bekannt [22].

Aktuelle Modelle zur Entstehung der Psoriasis gehen davon aus, dass diese auslosenden
Faktoren in einem genetisch permissiven Organismus zu der Freisetzung von Antigenen
fuhren. Ein solches Antigen ist zum Beispiel LL37, ein antimikrobielles Peptid, das
vermutlich von Keratinozyten in der Epidermis und neutrophilen Granulozyten in der
Dermis freigesetzt wird [23]. Diese Antigene wiederum aktivieren dendritische Zellen der
Dermis.

Die aktivierten dendritischen Zellen produzieren verschiedene Zytokine, unter anderem
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukine- (IL-) 6 und 23 und Interferone- (IFN-) a und
B [24, 25]. Insbesondere IL-6 fuhrt in naiven T-Helfer-Zellen tGber den STAT3-Signalweg
zur Expression von IL-23-Rezeptoren und zur Polarisierung dieser Zellen in Th17-Zellen
[24, 26]. In zahlreichen aktuellen Publikationen wird die Aktivierung und Differenzierung
von Thl7-Zellen in der Haut als Grundlage der Entstehung psoriatischer Lasionen
angesehen.

Die teilweise sehr guten Ergebnisse, die bei der Therapie mit TNF-a-Inhibitoren
beobachtet werden kénnen, lassen darauf schliel3en, dass TNF-a in der Pathogenese
der Psoriasis eine Schlusselrolle spielt. Dementsprechend wurde in psoritatischen
Lasionen eine erhdhte Konzentration von TNF-a beobachtet [27, 28]. TNF-a wird
normalerweise von Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten produziert. Seine
Biosynthese kann aber auch in anderen Zellen der Haut stimuliert werden, zum Beispiel
in Fibroblasten und Keratinozyten [29-31]. TNF-a hat als Signalmolekul unter anderem
Einfluss auf Inflammation, Immunabwehr, Zellwachstum und -differenzierung sowie
Geweberegeneration. Zu seinen physiologischen Funktionen gehdrt die Rekrutierung
von Leukozyten an Orte der Infektion, die Initiation der Apoptose und die Stimulation der
Produktion von Akute-Phase-Proteinen. Auf molekularer Ebene erhoht TNF-a den Abbau
der I-kB-Kinase (IKK), einem Inhibitor des NFkB-Signalwegs, wodurch es die Aktivitat
von NFkB erhoht. Dieses wiederum fuhrt zu einer gesteigerten Produktion der Zytokine

TNF-a und IL-6 sowie der Rezeptoren ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin. Dadurch
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stimuliert es eine entzindliche Reaktion des Gewebes und ruft eine autokrine und
parakrine selbstverstarkende Reaktion hervor. TNF-a induziert die Differenzierung von
Monozyten und dendritischen Zellen [32] und bedingt ihre Reifung [33]. In der Dermis
fordert TNF-a sowohl die Angiogenese als auch die Rekrutierung von Immunzellen [3].
In Keratinozyten stimuliert TNF-a die Transkription proinflammatorischer Genprodukte
und hat eine starke additive und synergistische Wirkung mit anderen
proinflammatorischen Zytokinen [34-36]. Uber diese Mechanismen spielt TNF-a gerade

in der Phase der Entstehung psoriatischer Lasionen eine entscheidende Rolle.

1.1.3.2. Phase der Aufrechterhaltung

Fur die Aufrechterhaltung der Krankheitsaktivitat in den psoritatischen Hautlasionen wird
in der vorliegenden Arbeit das folgende 7-Schritt-Modell vorgeschlagen (Abbildung 1).
Die einzelnen Schritte sind durch eine hohe Interkonnektivitat auf allen Ebenen
gekennzeichnet. Das vereinfachte Modell soll nicht suggerieren, dass die Pathogenese
der Psoriasis stets einem uniformen oder linearen Ablauf folgt; es dient vielmehr dem

besseren Verstandnis der auf3ert komplexen Verflechtungen.

Vereinfachtes 7-Schritt-Modell der Aufrechterhaltung psoriatischer Lasionen:

(1) erhdhte Konzentration von IL-6

(2) Inhibition von regulatorischen T-Zellen durch IL-6

(3) unregulierte Aktivitat der Thl- und Thl7-Zellen

(4) Stimulierung dendritischer Zellen durch Th1-Zellen

(5) Aktivierung von Th17-Zellen durch dendritische Zellen
(6) Stimulierung von Keratinozyten durch dendritische Zellen

(7) Produktion proinflammatorischer Zytokine durch Keratinozyten
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Schritt (1): Erhéhte Konzentration von IL-6

IL-6 kann in nahezu allen Stroma- und Immunzellen produziert werden. In psoriatischen
Hautlasionen wird das Zytokin in der Dermis hauptsachlich durch dendritische Zellen und
Endothelzellen produziert [37, 38]. In der Epidermis der L&sionen produzieren

Keratinozyten erhdhte Konzentrationen von IL-6 [39].

Schritt (2): Inhibition von regulatorischen T-Zellen durch IL-6

Gesund Haut basiert auf einer Toleranz des Immunsystems durch kontinuierliche
Unterdruckung der Aktivitat von T-Gedéachtnis- und T-Effektorzellen durch regulatorische
T-Zellen [1, 40]. Interleukin-6 inhibiert die suppressive Aktivitat der regulatorischen T-
Zellen [37] und ist als entscheidender Faktor an der Beendigung des Zustands der

Toleranz beteiligt.

Schritt (3): Unregulierte Aktivitat der Thl- und Th17-Zellen

Sobald die Suppression von regulatorischen T-Zellen inhibiert wird, ist die Homdostase

der Immunzellen der Haut unterbrochen. Es resultiert eine erhdhte Aktivitat der Thl- und

Th17-Effektor- und Gedachtniszellen [40].

Schritt (4): Stimulierung dendritischer Zellen durch Th1-Zellen

Aktivierte Th1l-Zellen sezernieren TNF-a und IFN-y [41, 42]. IFN-y wiederum aktiviert

dendritische Zellen [25]. Hier schlief3t sich ein Kreis zur Entstehung psoriatischer

Hautlasionen, da aktivierte dendritische Zellen zur Entstehung des fur Psoriasis typischen
Zytokinmilieus beitragen (siehe Abschnitt (A) Phase der Entstehung).
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Schritt (5): Aktivierung von Th17-Zellen durch dendritische Zellen

Wenn dendritische Zellen aktiviert werden, produzieren sie neben zahlreichen anderen
Zytokinen (siehe oben) auch Interleukin-1 und Interleukin-23 [25]. Diese Zytokine
aktivieren bei gleichzeitiger Inhibition der Suppression (siehe Schritt (3)) wiederum Th17-
Zellen [25, 43].

Schritt (6): Stimulierung von Keratinozyten durch dendritische Zellen

Aktivierte Thl17-Zellen produzieren verschiedene Zytokine, allen voran die
namensgebenden IL-17A und IL-17F, zudem aber auch IL-6, TNF-a und weitere
Interleukine [44-46]. Diese Zytokine wirken an Keratinozyten indem sie die Proliferation
fordern und die Differenzierung hemmen [47, 48]. In der hyperplastischen Epidermis

zeigen die Keratinozyten eine reduzierte Expression von Differenzierungsmarkern [5].

Schritt (7): Produktion proinflammatorischer Zytokine durch Keratinozyten

Interleukin-17 (IL-17) und Interleukin-22 (IL-22) sind proinflammatorische Zytokine,
denen in zahlreichen Publikationen eine Schlisselrolle in der Entstehung der Psoriasis
zugeschrieben wird [49]. IL-17 und IL-22 werden, genauso wie IL-6, unter anderem von
Th17-Zellen produziert [50]. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression von IL-
22 mit der Erkrankungsschwere korreliert [51]. IL-17 stimuliert Keratinozyten und fihrt
nicht nur zu deren gesteigerten Proliferation, sondern induziert zudem die Produktion und
Freisetzung zahlreicher proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel IL-6, IL-36 und
TNF-a [52, 53]. Zudem sezernieren die aktivierten Keratinozyten vermehrt Chemokine
wie zum Beispiel CCL20, die die Migration von T-Zellen und dendritischen Zellen in die
Hautlasionen induzieren und damit die proinflammatorische Signalkette aufrechterhalten.
Eine Reihe von Signalmolekilen, die in der Epidermis produziert werden, diffundieren
zudem in die Dermis und fordern dort die Angiogenese und die Permeabilitat der Gefal3e
[54].
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Abbildung 1: Vereinfachtes 7-Schritt-Modell der Aufrechterhaltung psoriatischer Lasionen.

Die Pathogenese psoriatischer Hautlasionen kann in eine Phase der Entstehung und eine Phase der
Aufrechterhaltung eingeteilt werden. Hier wird ein vereinfachtes 7-Schritt-Modell fur die Aufrechterhaltung
psoriatischer Lasionen vorgeschlagen: (1) In psoriatischen Lasionen wird Interleukin-6 (IL-6) in erhdhter
Konzentration freigesetzt. (2) IL-6 inhibiert die Aktivitdt der regulatorischen T-Zellen, wodurch (3) die
Hemmung von Thl- und Thl7-Zellen entfallt. (4) Thil-Zellen stimulieren dendritische Zellen. (5)
Dendritische Zellen aktivieren Th17-Zellen. (6) Th17-Zellen stimulieren Keratinozyten. (7) Keratinozyten
produzieren proinflammatorische Zytokine.

1.1.4. In vivo- und in vitro-Modelle

Eine spontane Pathogenese der Psoriasis tritt ausschlief3lich beim Menschen auf. Daher
ist es eine Herausforderung flr Wissenschatftler, ein kinstliches in vivo- oder in vitro-
Modell zu erschaffen, um Psoriasis in Tieren oder in der Zellkultur zu simulieren.
Die Erschaffung von in vivo-Modelle fir Psoriasis kann auf verschiedene Weise
ermoglicht werden, zum Beispiel durch
(1) eine Xenotransplantation von menschlicher Haut auf Tiermodelle [55, 56], oder
(2) die Irritation der Haut von Versuchstieren durch chemische [57] oder physikalische
[58] Mittel, oder

(3) Gen-Knockout und Transgenetik [59-61].
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In vivo-Modelle haben dabei den grof3en Vorteil, dass nicht nur eine limitierte Teilmenge
der Zelltypen simuliert werden, zum Beispiel nur Keratinozyten und Fibroblasten, sondern

die gesamte Fulle an Zellen, die lebende Organismen bieten.

Zur Erstellung eines in vitro-Modells wurden beispielsweise primare [34, 62, 63] oder
immortalisierte [64] Keratinozyten in Zellkultur gebracht. Es wird angenommen, dass
durch die Verwendung primarer Keratinozyten der tatsachliche Zustand in psoriatischen
Hautlasionen besser nachgestellt werden kann, allerdings ist die Extraktion aufwandig,
die Uberlebenszeit kurz und insbesondere ist die Reproduzierbarkeit von Experimenten
eingeschrankt, da individuelle Proben sich aufgrund der Spendervariabilitat in ihrer
Zellkomposition, im Zytokingehalt und in weiteren Charakteristika unterscheiden kénnen.
Mit unterschiedlichen Techniken konnten Keratinozyten immortalisiert werden und es
entstanden die Zellreihen NM1 [65], HaCaT [66] und NIKS [67]. Die immortalisierten
Keratinozyten kdnnen fir mehrere Passagen verwendet werden und erlauben eine
deutlich verbesserte Standardisierung im Vergleich zu primaren Zellen. Allerdings
entstehen die immortalisierten Zellreihen durch genetische Mutationen [66, 68] und
ebendiese genetische Abweichungen kénnten mdéglicherweise auch die Antwort der
Zellen auf psoritatische Stimuli beeinflussen.

Zur Simulierung eines psoriatischen Hautmilieus erfolgt die Stimulierung der in Zellkultur
gebrachten Zellen mit solchen Zytokinen, die mit der Pathogenese der Psoriasis in
Verbindung gebracht werden. Dabei wird sowohl mit einzelnen Zytokinen [62], als auch

mit einer Zusammenstellung mehrerer Zytokine gearbeitet [34, 63, 64].
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1.1.5. Behandlung der Psoriasis

Bis heute existiert noch keine Therapie, die eine vollstandige Heilung der Psoriasis
ermdglicht. Eine (spontane) Krankheitsremission ist méglich und tritt Schatzungen
zufolge ungefahr bei einem Drittel aller Patienten auf. Bislang war es allerdings nicht
maoglich, Remissionen einer bestimmten Therapie zuzuschreiben [69].

Es existieren zahlreiche Medikamente zur Symptomlinderung. Als Uberblick kénnen die
jeweils aktuellen Leitlinien der AWMF, der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschatftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V., konsultiert werden. Diese Leitlinien stellen das
hdchste Mal? an wissenschaftlicher Zuverlassigkeit in Deutschland dar und beziehen sich
in ihren Ausfihrungen auf zahlreiche Studien und Metaanalysen. Die folgenden
Informationen sind der aktuellen Version der Leitlinie von 10 / 2017 entnommen [70].
Zur Objektivierung der Krankheitsintensitat und demzufolge zur Therapieauswahl
existieren zahlreiche Bewertungssysteme. Haufig verwendet sind die BSA-, PASI- und
DLQI-Systeme.

BSA steht fur Body Surface Area und beschreibt den Anteil der Korperoberflache, der
von Psoriasis betroffen ist, und wird in Prozent angegeben. Bei einem BSA von < 10%
spricht man von einer leichten Erkrankung.

PASI steht fir Psoriasis Area and Severity-Index und beschreibt das betroffene Gebiet
und die Symptomschwere. Bei einer Punktsumme von < 10 spricht man von einer leichten
Erkrankung. Die Effektivitdt einer Therapie wird héaufig im PASI 75-System
wiedergegeben. Dabei wird der Anteil an Personen ermittelt, deren PASI durch die
Anwendung einer bestimmten Arznei um mindestens 75% reduziert wurde.

Der Dermatologische Lebensqualitats-Index (DLQI) beschreibt die Einschrankung der
Lebensqualitat. Auch beim DLQI spricht man bei einer Punktsumme von < 10 von einer

leichten Erkrankung.
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1.1.5.1. Aktuelle Behandlungsoptionen

Eine Basistherapie findet bei der Psoriasis vulgaris stets als wirkstofffreie lokale
Salbentherapie statt. Diese kann Zusatze von Harnstoff oder Salicylsaure enthalten. Die
wirkstoffbasierte Therapie wird bei leichten Formen der Psoriasis lokal und bei mittleren
und schweren Formen zusatzlich systemisch eingesetzt.

Weiterhin wird bei mittleren und schweren Formen haufig zusatzlich eine Phototherapie
mit Licht aus dem UVA- und UVB-Spektrum mit unterschiedlicher Wellenlange
eingesetzt. Dabei erzielt die Phototherapie mit zahlreichen wirkstoffbasierten Therapien
synergistische Effekte. Einer sehr guten Wirksamkeit bei geringen Kosten stehen der

hohe Zeitaufwand fiir Patienten sowie ein potentiell kanzerogenes Risiko gegenuber.

Tabellen 1 und 2 fassen die gangigen Therapeutika anhand der AWMF-Leitlinie
zusammen. Bei einer Bewertung der Wirkstoffe ~missen  Wirksamkeit,
Anwendungssicherheit, Praktikabilitdét sowie die Kosten-Nutzen-Relation einbezogen

werden.

Gerade die bei schwereren Formen angewendete systemische Therapie ist
gekennzeichnet durch ein breites Spektrum an unerwinschten Arzneimittelwirkungen
sowie teilweise sehr hohe Kosten — bei den in der Wirksamkeit am besten bewerteten
Medikamenten bis zu 30 000 € pro Jahr und Patient.
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Arzneimittel  Wirk- Geschatzte Besonderheit Wichtigste Geschatzte
(-gruppe) mechanismus Wirksamkeit unerwiinschte  Kosten pro
Arzneimittel- Monat
reaktionen
Calcineurin-  reduzierte T-Zell- gut nur Off-Label-  Brennen der ca. 400 €
inhibitoren Autostimulation Einsatz Haut, Brennen
durch reduzierte der Haut,
Zytokinproduktion Hautinfektionen,
potentiell
karzinogen
Dithranol reduzierte sehr gut Instabilitat Hautirritation, 65 €
Proliferation von (Oxidation) Farbung von
Keratinozyten und Haut und
Freisetzung von Kleidung
Zytokinen
Gluko- Regulation der sehr gut Hautatrophie, 40 €
kortiko- Genexpression, Risiko einer
steroide Immunsuppression Superinfektion
Steinkohle-  ungeklart mafig erhoht evtl. die  potentiell 140 €
teer Effektivitat von  karzinogen,
UV-Be- abstoR3ende
strahlungen, Farbe und
Wirksamkeit Geruch
nicht
abschlieRend
geklart
Tazaroten verminderte gut evtl. teratogen, Juckreiz, nicht in
Expression von geht evtl. in Erythem Deutschland
Entziindungs- Muttermilch vertrieben
mediatoren, Uber
verminderte
epidermale
Proliferation
Vitamin D3-  Regulation der sehr gut Pruritus 80-240 €
Derivate Genexpression,

reduzierte
Produktion pro-

inflammatorischer

Zytokine,

erhdhte Produktion

anti-

inflammatorischer

Zytokine

Modifiziert und erganzt aus: S3 - Leitlinie zur Therapie der Psoriasis vulgaris, Appendix: ,Topische
Therapie, Phototherapie, Sonstige Therapien, Schnittstellendefinition®, Fortbestand der Empfehlungen

vom Update 2011, www.awmf.org [70]
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Arzneimittel Wirkmechanismus Wirk- Besonder- Wichtigste Geschéatzte
(-gruppe) samkeit heit unerwinschte Kosten pro
Arzneimittel- Jahr
reaktionen (1. Jahr)
Acitretin Retinoid, manig Cheilitis, 1500 €
hemmt epidermale Teratogenitat,
Proliferation, weitere [71]
Immunmodulation
in der Dermis
Adalimumab Antikdrper gegen sehrgut Langzeit- Blutbild- 24 000 €
TNF-a therapie veranderungen,
maoglich Autoantikorper-
bildung, Malignome
Apremilast Phosphodiesterase  malig Abbau Gber Diarrhoe, Ubelkeit, 17 000 €
-hemmer, CYP3A4 Suizidalitat
verminderte
Freisetzung von
TNF-a
Ciclosporin Calcineurininhibitor, mafig zahlreiche zahlreiche, 5800 €
Inhibition der Medikamenten u.a. Nephrotoxizitat,
NFAT-abhangigen -interaktionen,  Hypertonie,
Zytokinproduktion Langzeit- evtl. Karzinogenitat
therapie
maoglich
Etanercept Bindung von gut Langzeit- Blutbild- 22 000 —
TNF-a therapie veranderungen, 28 000 €
maglich Autoimmunprozesse
Fumarsaure- Immunmodulation mafig Langzeit- gastrointestinale 3300€
ester therapie Beschwerden,
maoglich Blutbild-
veranderungen
Infliximab Antikdrper gegen hervor-  Langzeit- Injektionsreaktion, 25000 -
TNF-a ragend therapie anaphylaktoide 30 000 €
moglich Reaktion oder
Angiotdem
Methotrexat Folsaure- mafig Zahlreiche Schwere Reaktionen 100 € (p.o.)
Antagonismus, Arzneimittel- maglich, u.a. 1300 € (s.c.)
reduzierte interaktionen, Leberfibrose und
epidermale Therapie -zirrhose, Myelo-
Proliferation erfordert suppression,
Uberwachung  Pneumonitis und
Lungenfibrose
Secu- Antikdrper gegen hervor- Candida-Infektionen 30 000 €
kinumab IL-17A ragend
Ustekinumab  Antikérper gegen sehr gut Erhéhtes Risiko 25000 €

IL-12 und IL-23

milder Infektionen

Modifiziert und ergénzt aus: S3 - Leitlinie zur Therapie der Psoriasis vulgaris, Update 2017,

www.awmf.org [70]
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1.1.5.2. Neuartige und zukinftige Therapieoptionen

Obwohl aktuell zahlreiche unterschiedliche Behandlungsmdglichkeiten existieren, ist in
der aktuellen Leitlinie eingangs zu lesen, dass ,die aktuelle Versorgung der Patienten [...]
zu einer geringen Zufriedenheit der Patienten mit ihren Therapien® flihre. Dies kann
darauf zurtckgefuhrt werden, dass alle bekannten Wirkstoffe nur bei einem Teil der
Patienten eine ausreichende Wirksamkeit zeigen. Daher gibt es viele Patienten, die mit
den zur Verfugung stehenden Mitteln trotz mehrmaliger Therapieadaptierung keine

Linderung erreichen und es besteht weiterer Forschungsbedarf.

In der Vergangenheit wurden mehrere TNF-a-Inhibitoren entwickelt und fur die klinische
Anwendung zur Therapie der Psoriasis zugelassen. Einige dieser Wirkstoffe zeigten eine
sehr gute Wirksamkeit. TNF-a-Inhibitoren standen zu Beginn im Verdacht, das Risiko
schwerer Infektionen zu erhdéhen. Weiterhin gilt, dass Patienten vor Beginn einer
Therapie auf eventuell vorliegende Infektionen, wie zum Beispiel Tuberkulose oder
invasive Pilzerkrankungen, untersucht werden muissen. Unter Beachtung dieser
VorsichtsmaRnahmen zeichnet die Studienlage ein heterogenes Bild. In der
Zusammenschau lassen zwei grof3e Metaanalysen vermuten, dass die alleinige Therapie
mit TNF-a-Inhibitoren kein erhdhtes Risiko fiir schwere Infektionen bedingt [72], wahrend
eine Kombination mit anderen immunsuppressiven Arzneimitteln zu einem signifikant
erhdhten Risiko fir schwere Infektionen und der Entwicklung maligner Neoplasien fthrt
[73]. Weiterhin wurde beobachtet, dass nach der Beendigung einer Therapie mit TNF-a-
Inhibitoren haufig ein zeithahes Rezidiv auftritt [74]. Davon abgesehen zeigen TNF-o-
Inhibitoren ein gunstiges Nebenwirkungsprofil. Allerdings erreichen auch diese Arzneien
nur bei einem Teil der Patienten eine zufriedenstellende Wirksamkeit, zum Beispiel hat

Etanercept einen PASI 75 von schatzungsweise 30 - 50% [75].

Eine weitere neuartige Entwicklung ist Ustekinumab, ein Antikérper gegen p40, das eine
Untereinheit sowohl von IL-12 als auch von IL-23 ist. Daher wirkt Ustekinumab gegen
beide in der Pathogenese der Psoriasis relevanten Zytokine [76]. IL-12 aktiviert Thl-
Zellen, diese wiederum stimulieren in dendritischen Zellen die Produktion von IL-23.
Dieses Interleukin aktiviert Th17-Zellen, welche in Folge psoriatische Veranderungen in

Keratinozyten fordern. Die Wirksamkeit der Arznei wurde in klinischen Studien belegt [77,
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78]. Seit 2009 ist Ustekinumab von der Europaischen Arzneimittelagentur zur

Behandlung der Psoriasis zugelassen.

Nach der indirekten Inhibition der Th17-Zellen ist der nachste logische Schritt in der
Arzneimittelentwicklung eine direkte Inhibition der Th1l7-Zellen und ihrer Wirkung auf
Keratinozyten. Dieser Rationale folgend wurden Antikdrper gegen IL-17 entwickelt. Die
erste derartige in Europa zugelassene Arznei ist Secukinumab [79], &hnliche in
Entwicklung beziehungsweise auf dem Weg der Zulassung befindliche Antikorper sind
Brodalumab [80] und Ixekizumab [81]. Diese Antikdrper zeigten im Rahmen von Studien
eine vielversprechende Wirksamkeit. So konnte zum Beispiel Brodalumab bei 42% der
Studienteilnehmenden einen PASI 100 erreichen [82]. Trotz des insgesamt gunstigen
Nebenwirkungsprofils ist jedoch die Anwendung von Arzneien dieser Gruppe nicht frei
von Risiken. So warnt zum Beispiel die Arzneimittelkommission der deutschen
Arzteschaft davor, dass Antikorper gegen Interleukin-17 chronisch entziindliche

Darmerkrankungen verschlechtern oder eventuell sogar hervorrufen kénnten [83].

Eines der Kennzeichen der Psoriasis ist eine verstarkte Angiogenese, die durch die
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) hervorgerufen werden kdénnen
[84]. Die Genexpression von VEGF ist dementsprechend in psoriatischen Hautlasionen
erhoht [54]. Bevacizumab ist ein Antikorper gegen VEGF und wurde bereits fir seine
Wirksamkeit bei der Behandlung solider Tumore getestet [85]. Seit 2005 ist Bevacizumab
durch die Europaische Arzneimittelagentur fir die Behandlung von Krebserkrankungen
in fortgeschrittenen Stadien zugelassen [86] und wird in der Augenheilkunde erfolgreich
im Off-Label-Use gegen neovaskuléare Verdnderungen eingesetzt [87]. Als Zufallsbefund
einer Therapie mit Bevacizumab wurde eine Besserung einer Psoriasis beobachtet, die
nach Absetzen des Medikaments rezidivierte [88]. Eine klinische Anwendung zur

Therapie der Psoriasis ist daher auch fur dieses Medikament theoretisch méglich.

Zahlreiche intrazellulare Signalwege sind verantwortlich fiir eine proinflammatorische
Antwort und kénnten daher Ziel einer Therapie der Psoriasis sein. Allerdings stehen nur
wenige davon in einer Schlisselposition innerhalb der komplexen Signalkaskaden. Einer
dieser Schlusselwege ist der JAK-STAT-Signalweg, der im folgenden Kapitel ausfihrlich
beschrieben wird. Die pharmazeutische Anwendung einer Hemmung des JAK-STAT-

Signalwegs ist Gegenstand der aktuellen Forschung [89].
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1.2. STAT - Signal Transducer and Activator of Transcription

Die Familie der ,Signal Transducer and Activator of Transcription®- (STAT-) Proteine
wurde in den frihen 1990er Jahren entdeckt [90, 91]. STATs bestehen aus ungefahr 750
bis 850 Aminosauren und vermitteln Signale von der Plasmamembran zum Zellkern. Im
inaktivierten Zustand befinden sie sich meist im Zytoplasma [92]. Nach ihrer Aktivierung
werden STATs in den Zellkern verlagert und regulieren dort die Transkription
verschiedener Gene. Dadurch beeinflussen sie Differenzierung, Zellwachstum,
Abwehrmechanismen, Homdéostase und Onkogenese [93].

Es wurden bislang bei Saugetieren sieben verschiedene STATs beschrieben, die alle
strukturelle und funktionale Gemeinsamkeiten aufweisen: STAT1, STAT2, STATS3,
STAT4, STAT5A, STAT5B und STATS6.

1.2.1. STAT-Doméanen

Allen STATs sind funf strukturell und funktionell konservierte Dom&nen gemeinsam
(siehe Abbildung 2). Von der amino-terminalen (NH2-) Domé&ne wird angenommen, dass
sie die Bindung an Gamma-Activated Site (GAS)-Enhancer und / oder die Interaktion mit
transkriptionellen Co-Aktivatoren vermittelt [94, 95]. Die Coiled-Coil-Doméne (CCD) spielt
vermutlich fir die Bindung an Rezeptoren, die Tyrosinphosphorylierung, den nuklearen
Export und die Interaktion mit weiteren Proteinen eine Rolle [96, 97]. Die DNA-bindende
Domane (DBD) befindet sich im Zentrum des Molekiils. Die Linker-Domane verbindet die
DNA-bindende Doméane mit der Src-homology 2 (SHz2)-Doméne. Die SH2-Domane kann
an bestimmte Phosphotyrosinseitenketten binden. Sie vermittelt die Rekrutierung von
STATs an Zytokinrezeptoren, die Assoziierung mit den aktivierenden JAKs und die
Dimerisierung der  STAT-Monomere [98, 99]. Die  carboxy-terminale,
transkriptionsaktivierende Domane (TAD) unterscheidet sich in den sieben
verschiedenen STATs voneinander, tragt zur Spezifitit der STATs bei und ist
hauptverantwortlich fir die unterschiedliche Polypeptidlange der STATs [93]. Sie ist fur
die Funktion der STATSs essentiell [100]. Eine Phosphorylierung von Serin-Seitenketten,
bei den meisten STATs an Position 727 (S727), und von Tyrosin-Seitenketten (siehe

unten) innerhalb der TAD kann die transkriptionelle Aktivitat beeinflussen [101].
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Abbildung 2: Doméanen der STATS.

In der Grafik sind die dargestellten Langen annahernd reprasentativ fur die Anzahl der
Aminosaureseitenketten. Die transkriptionsaktivierende Domane (TAD) variiert in ihrer LaAnge bei den
verschiedenen STAT-Molekilen. Modifiziert nach [92].

1.2.2. Aktivierung der STATs

STATs werden durch eine Phosphorylierung ausgewahlter Tyrosinseitenketten aktiviert.
Bei STAT3 ist die Aktivierungsstelle die C-terminale Tyrosinseitenkette 705 (Y705)
innerhalb der transkriptionsaktivierenden Doméne (TAD) [102].

Um STATSs zu aktivieren, werden extrazellulare Signale mithilfe von Rezeptoren tber die
Plasmamembran geleitet. Alle Interferone, die meisten Interleukine, zahlreiche
Wachstumsfaktoren und einige Hormone kdnnen STATSs aktivieren [103]. Die Aktivierung
erfolgt entweder durch Tyrosinkinasen (TKs) oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.

Tyrosinkinasen konnen in Rezeptor-TKs und zytosolische TKs eingeteilt werden.

1.2.3. Aktivatoren der STATs

Ein prominentes Beispiel der zytosolischen TKs, die STATSs aktivieren, ist die Familie der
Januskinasen (JAKs). JAKs kdnnen durch verschiedene Rezeptoren wie zum Beispiel
durch Glykoprotein (Gp)130 aktiviert werden (siehe Kapitel 1.2.3.1). Andere zytosolische
TKs, die STATSs aktivieren, sind Src und ABL [104].

Ein prominentes Beispiel der Rezeptor-TKs, die STATs aktivieren, ist der Epidermal
Growth Factor-Rezeptor (EGFR). Der EGFR ist ein Vertreter der Familie der
menschlichen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (Human epidermal growth

factor-Rezeptor (HER)). Weitere Mitglieder der HER-Familie sind ErbB2/HER-2,
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ErbB3/HER-3 und ErbB4/HER-4. Alle Familienmitglieder besitzen eine intrinsische
Tyrosinkinaseaktivitat [105]. Neben dem Ras-Raf-MAPK-Signalweg kann EGFR auch
weitere Signalkaskaden aktivieren, wie zum Beispiel die Src-, PLC-, PI3K- und JAK-
Signalwege [106].

Weitere Aktivatoren der STATs sind Ras homologue (Rho)-GTPasen. Zur Gruppe der
Rho-GTPasen gehdren unter anderem Rho, Rac und Cdc42. Eine Unterdriickung der
Expression von Rac hat eine Inhibition der EGF-abhangigen Aktivierung von STAT3 zur
Folge [107]. Rac stimulierte zudem die Translokation von STAT3 in den Nukleus. Dabei
gab es Hinweise darauf, dass Rac indirekt tiber eine autokrine Produktion von Interleukin-
6 auf STAT3 wirkt [108]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass Rho eine Aktivierung

von STAT3 unabhéngig von einer autokrinen Stimulation mit IL-6 induzieren kann [109].

1.2.3.1. Gpl30-vermittelte Signaltransduktion

An der Pathogenese der Psoriasis sind zahlreiche Zytokine beteiligt. In dem zuvor
vorgestellten 7-Schritt-Modell der Aufrechterhaltung psoriatischer L&sionen (siehe
Kapitel 1.1.3) steht IL-6 im Mittelpunkt. Das extrazellulare Signal von IL-6 wird unter
Mitwirkung von Gp130 in ein intrazelluléares Signal tUbersetzt. Gp130, auch bekannt unter
der Bezeichnung ,Interleukin-6-Singal-Transducer” (IL6ST), fungiert als Untereinheit von
Zytokinrezeptoren. In hetero-oligomeren Rezeptoren wird die Untereinheit, die das
Zytokin bindet, oft als a-Untereinheit und die Untereinheit, die das Signal Uber die
Zellmembran vermittelt, meist als B-Untereinheit bezeichnet. Gp130 ist die 3-Untereinheit
eines Teils der Typ I-Zytokinrezeptoren. Es dimerisiert oder polymerisiert mit anderen
Rezeptoruntereinheiten, um einen vollstandigen Rezeptorkomplex zu bilden. Zum
Beispiel kann Gpl130 mit dem Interleukin-6-Rezeptor (IL6R) als a-Untereinheit
dimerisieren, um einen vollstandigen IL-6-Rezeptorkomplex zu formen. Zudem ist Gp130
an der Signaltransduktion von IL-11, LIF, OSM, CNTF und Cardiotropin | beteiligt. In der
Abwesenheit eines komplementaren Liganden aktiviert Gpl30 die nachfolgende
Signalkaskade nicht [110-114].

Die Typ I- und Typ lI-Zytokinrezeptoren besitzen keine intrinsische Kinaseaktivitat. Sie
sind von der Rekrutierung von assoziierten Tyrosinkinasen abhangig, um die

nachfolgende Signalkaskaden zu initiieren [115, 116].
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1.2.3.2. Januskinasen

Bei Saugetieren sind vier Mitglieder der Familie der Januskinasen beschrieben: Die
Januskinasen 1 bis 3 (JAK1, JAK2, JAK3) und die Tyrosinkinase 2 (TYK2). Dabei handelt
es sich um zytoplasmatische Tyrosinkinasen, die an Prolin-reiche membrannahe
Domanen der Zytokinrezeptoren binden [117]. Gp130 hat als Teil des Zytokinrezeptors
keine intrinsische Kinaseaktivitdt und bindet reversibel Tyrosinkinasen wie z.B. die
Januskinasen [110]. Infolge einer Dimerisierung der Rezeptoren nahern sich zwei JAKs
an. Durch diese Apposition kdnnen sich die beiden Kinasen durch Transphosphorylierung
gegenseitig aktivieren [118]. Die Transphosphorylierung induziert die intrinsische
katalytische Aktivitat der Kinasen. Aktivierte JAKs phosphorylieren daraufhin spezifische
Tyrosinseitenketten der Rezeptoren. Proteine, die ein Polypeptidmuster entsprechend
der Src-Homologiedomane-2 (Src homology 2, SH2) aufweisen, wie zum Beispiel die
Gruppe der STATSs, kdnnen an diese Phosphotyrosin-Seitenketten binden. Anschlie3end
konnen JAKs die rekrutierten STATs an einer Tyrosinseitenkette phosphorylieren [92].
Es gibt Hinweise darauf, dass die Signaltransduktion tiber Gp130 fur die Wirkung von
STATS3 auf Zelldifferenzierung und -proliferation entscheidend ist [119, 120].

Es wurde gezeigt, dass der JAK-STAT-Signalweg flr zahlreiche Auswirkungen der IL-6-
abhangigen intrazellularen Antwort essentiell ist. STAT3-defiziente Mause sowie STAT3-
null-Keratinocyten weisen Defekte in ihrer Fahigkeit auf, auf einen IL-6-Stimulus zu
reagieren [121-124]. Dennoch ist dies nicht der einzige Signalweg, durch den Gp130
seine Funktion ausubt. Die differentielle Aktivierung weiterer Signalwege, wie zum
Beispiel den RAS-MAPK-, PI3K- und AKT-Signalwegen, fuhrt wahrscheinlich zu einer
unterschiedlichen intrazellularen Antwort auf die Bindung verschiedener Zytokine [125].

1.2.3.3. Interleukin-6

IL-6 ist der Prototyp der Zytokin-Unterfamilie, die auch IL-11, LIF, CT-1, OSM, CTNF und
NNT-1/BSF-3 beinhaltet, die sich alle in Struktur und Funktion &hnlich sind [126, 127].
IL-6 wird als Signalmolekil in gesunder menschlicher Haut exprimiert und kann in
basalen Keratinozyten, in dendritischen und endothelialen Zellen sowie in vielen anderen
Zellen nachgewiesen werden. IL-6 spielt bei der Entstehung von Psoriasis eine wichtige

Rolle (siehe Kapitel 1.1.3). Erhohte Spiegel von IL-6 wurden in psoriatischen
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Hautlasionen und im Serum von Patienten mit Psoriasis gefunden [38, 39]. IL-6 hat
zahlreiche verschiedene Funktionen. Zu den fir die Entstehung der Psoriasis
relevantesten zahlt die Aktivierung von Zellen des Immunsystems [128-130]. Es stimuliert
die Polarisierung von naiven Th-Zellen in Th17-Zellen und kann deren Suppression durch
regulatorische T-Zellen inhibieren [131-133]. Dies ist besonders bedeutend, da eine
Dysfunktion von regulatorischen T-Zellen und eine erhdhte Aktivitat von T-Effektorzellen
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der psoriatischen Lasionen spielen [134,
135]. Die Expression von IL6Ra und Gp130 ist in T-Zellen aus psoriatischem Gewebe
signifikant erhoht, was auf eine erhdhte Disposition zur Signaltransduktion schliel3en lasst
[37]. IL-6 wirkt zudem als Wachstumsfaktor fir Keratinozyten [38, 126]. Das Zytokin kann
seine eigene Produktion in Monozyten induzieren und SO einen positiv-
selbstverstarkenden Kreislauf in Gang setzen [39].

Nachdem IL-6 an den IL6R bindet, formt dieser ein Heterodimer mit Gp130 [136]. Dabei
unterscheidet man das klassische und das trans-signaling-Modell. Im klassischen Modell
bindet IL-6 an den extrazellularen Anteil des IL6R, die beiden wiederum an Gp130. Im
trans-signaling-Modell bindet das Zytokin an l6sliche IL6R (soluble IL6R, SIL6R) und kann
dann auch an solchen Zellen an Gp130 binden, die selbst IL6R nicht exprimieren.
Nachdem der Komplex aus IL-6 und IL6R an Gp130 gebunden hat, dimerisieren zwei
derartige Trimere und losen eine intrazellulare Signaltransduktion aus. Die
Signaltransduktion von IL-6 tUber STAT3 ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Die Aktivierung von STAT3 Uber den Gp130/IL6R-Komplex

Dargestellt ist der sogenannte kanonische Weg der Aktivierung von Signal Transducer and Activator of
Transcription (STAT) 3 vom Interleukin (IL)-6-Signal Gber den Komplex aus Glykoprotein (Gp)130 und den
IL-6-Rezeptor (IL6R) und Januskinasen (JAK) bis hin zur nuklearen Translokation.

(1) Das IL-6-Signal erreicht die Plasmamembran.

(2) Gp130 und der IL6R binden ihren Liganden.

(3) Zwei Gp130-IL6R-IL6-Komplexe dimerisieren. Dadurch kommt es zur rdaumlichen Annaherung der
assoziierten JAKs und diese transphosphorylieren sich gegenseitig.

(4) Die aktivierten JAKs phosphorylieren wiederum zytoplasmatische Tyrosinseitenketten des
Rezeptorkomplexes. STAT3 bindet mit der SH2-Domé&ne an das Phosphotyrosin. JAKs
phosphorylieren die STATs an deren Tyrosinseitenketten

(5) Zwei phosphorylierte STAT3-Molekile dimerisieren durch reziproke Interaktion der
Phosphotyrosine und der SH2-Doméanen.

(6) Phospho-STAT3-Dimere translozieren in den Zellkern. Dort wird die Transkription verschiedener
Gene beeinflusst.

1.2.3.4. Oncostatin M

Oncostatin M (OSM) ist ebenfalls ein Mitglied der IL-6-Zytokinfamilie. In der Haut wird es
durch T-Lymphozyten, Monozyten und dendritische Zellen freigesetzt. In menschlichen
Keratinozyten bindet OSM an den Typ [I-OSM-Rezeptor, einem Dimer aus OSMR-3 und
Gp130. Eine Bindung an ein Dimer aus dem LIF-B-Rezeptor und Gp130 wurde ebenfalls
beschrieben [137]. Uber STAT3 und den MAP-Kinase-Signalweg induziert OSM in
Keratinozyten eine vermehrte Expression von proinflammatorischen Proteinen wie z.B.
S100A7, von Proteinen der Chemotaxis wie z.B. CXCL-5 und IL-8 und von VEGF, einem
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starken Induktor der Neovaskularisierung. Weiterhin fuhrt OSM zu einer epidermalen
Hyperplasie, wie sie in psoriatischen Lasionen beobachtet wird [138]. OSM induziert
ebenfalls Uber STAT3 die Expression von S100A9, welches mit der Entstehung der
Psoriasis in Verbindung gebracht wird [139].

1.2.4. Translokation von STATs in den Zellkern

Aktivierte STATs dissoziieren von ihrem Rezeptor. Durch reziproke Interaktion zwischen
der SH2-Doméane eines Monomers und der tyrosinphosphorylierten transkriptions-
aktivierenden Doméane des anderen Monomers entstehen Dimere [140, 141]. Wahrend
fur STAT4, STAT5A und STAT5B ausschlief3lich Homodimere beschrieben sind, wurden
Heterodimere mit STAT1/STAT2 und STAT1/STAT3 beobachtet [142, 143]. Die STAT-
Dimere werden Uber einen Importin-abhangigen Mechanismus in den Zellkern
transportiert [144, 145].

1.2.5. Folgen der Aktivierung der STATs

Im Zellkern binden die STAT-Dimere an Mitglieder der Familie der GAS-Enhancer und
es entstehen STAT-DNA-Komplexe [146]. Infolge dieser Komplexbildung kommt es zu
einem veranderten Genexpressionsmustern.

Zellwachstum und -migration als Reaktion auf Hautverletzungen sowie das regulare
Haarwachstum zeigten sich abhangig von einer Genregulation durch STAT3 [104, 122,
147]. An Wundrandern verletzter Haut von Menschen und Mausen hat STAT3 eine
erhohte Aktivitat. Bei Mausen mit inhibiertem STAT3 war die Wundheilung inhibiert [104].
Eine zusatzliche Aktivierung von STAT3 fihrte zu einer beschleunigten Wundheilung
[148]. Zu den bisher identifizierten Zielgenen von STAT3 zahlen CCND1, MYC, BCL-CL
und MCL-1 [149]. STAT3-Zielgene beeinflussen die Reproduktion und die
Embryonalentwicklung [103]. Eine Unterdrickung von STAT3 fuhrt zum Tod des
Embryos in utero [150].

Neben den physiologischen Funktionen wurde die Genregulation durch STAT3 auch mit
der Entstehung maligner Neoplasien und anderen inflammatorischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht [151-153]. Es wurden zudem extranukleére Effekte der STATs
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beobachtet, zum Beispiel eine Beeinflussung des Mikrotubulinetzwerks [154] und der
Atmungskette [155].

1.2.6. STAT3 und Psoriasis

STAT3 wurde erstmals 1992 in der Akute-Phase-Reaktion als Antwort auf IL-6 entdeckt
und damals zunachst ,acute-phase response factor® (APRF) genannt [156, 157]. Erst
spater wurde es der Familie der STATs zugeordnet. In der Pathogenese der Psoriasis
spielt STAT3 eine wichtige Rolle. In psoriatischen Hautlasionen weisen samtliche
Keratinozyten eine erhohte Aktivierung von STAT3 auf [60, 158]. Mehrere
Genexpressionsanalysen zeigten eine Assoziation zwischen STAT3 und betroffener
psoriatischer Haut [159, 160]. In transgenen M&ausen mit einer kontinuierlich aktiven Form
von STAT3 wurde eine epidermale Hyperplasie, ein erhdhtes proliferatives Potential und
eine verzogerte Seneszenz der Keratinozyten beobachtet [161]. Weitere Mausmodelle,
in denen STAT3 auf unterschiedliche Weise aktiviert wurde, zeigten ebenfalls einen der
Psoriasis &hnlichen Hautphanotyp [60, 162]. Mehrere Publikationen haben ein Modell der
dysfunktionalen Wundheilung als Ursache der Psoriasis vorgeschlagen, in dem STAT3
eine Schlusselrolle spielt [163, 164].
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1.3. Antitumorlipide

Der Plattchen-aktivierende Faktor (1-O-alkyl-2-O-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin,
PAF) ist ein Glycerophospholipid, das im Organismus verschiedene Funktionen austbt.
Er induziert die Aggregation von Blutplattchen und beeinflusst inflammatorische Stimuli
[165, 166]. Zur Signalweiterleitung bindet PAF an Rezeptoren in der Plasmamembran
der Zielzelle [167].

Die Gruppe der Antitumorlipide (ATLs) besteht aus Alkylphospholipiden (APLs) und
Alkylphosphocholinen (oft APCs abgekirzt). APLs sind synthetische Derivate des PAF.
Sie haben eine Glycerol-Grundstruktur und eine Phosphocholin-Kopfgruppe. Sie
unterscheiden sich in der Substitution an der sn-2-Position des Glycerols und in der
Lange der aliphatischen Seitenkette (Abbildung 4). Das Ziel der erstmaligen Synthese
von APLs war es, potente und gleichzeitig amphiphile Signalmolekile zu erhalten. Im
Gegensatz dazu besitzen APCs keine Glycerol-Grundstruktur. Der apolare Rest ist hier

direkt mit der Phosphocholin-Kopfgruppe verbunden.

o
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Abbildung 4: Die Grundstruktur der Alkylphospholipide (APLS).

APLs bestehen aus einer Grundstruktur aus Glycerol (blau), die mit einer Phosphocholin-Kopfgruppe (rot)
verbunden ist. AuRerdem sind zwei weitere Reste an das Glycerol gebunden, eine apolare Fettsaure (R1,
schwarz) und ein weiterer Rest wie zum Beispiel Inositol, Glukose oder eine Methoxygruppe (R2, schwarz).
Das Kohlenstoffatom des Glycerols in sn2-Position ist gekennzeichnet (sn2).

Edelfosine (1-O-octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-phosphocholine, ET-18-OCH3) ist
ein ATL der ersten Generation. Es ist ein synthetisches Analog des PAF mit einer
apolaren Methoxygruppe (-OCHs3s) in der sn-2-Position des Glycerols. Edelfosine kann
das Wachstum und die Invasivitat von Tumorzellen reduzieren sowie diese zur Apoptose
bringen, ohne dabei auf gesunde Zellen zu wirken [168, 169]. Gleichzeitig verbessert es
die Fahigkeiten von Makrophagen, gegen Tumorzellen vorzugehen [170]. Es wird in der
Therapie von Leukamien und von soliden Tumoren, wie zum Beispiel bei Gliomen oder

Mammakarzinomen, erprobt [171-174].
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Miltefosine (Hexadecylphosphocholine, HePC) ist ein ATL, das urspriinglich zur Therapie
maligner Neoplasien entwickelt wurde [175]. Mittlerweile wird es erfolgreich in der
Behandlung der Leishmaniose eingesetzt [176]. Auch in der Palliativtherapie bei

Hautmetastasen von Mamakarzinomen zeigte es Erfolge [177].

Ein weiteres ATL ist Glc-PAF (1-O-octadecyl-2-O-a-D-glucopyranosyl-sn-2-glycero-3-
phosphatidylcholine), welches durch eine Substitution von D-Glukose an der sn-2-
Position aus PAF entsteht. Es wurde beobachtet, dass Glc-PAF in Keratinozyten die
Proliferation inhibiert und zur Apoptose fihrt [178].

1.3.1. Wirkmechanismen der Antitumorlipide

FUr die bereits existierenden ATLs wurden verschiedene Wirkmechanismen

vorgeschlagen, darunter die folgenden:

1.3.1.1. Beeinflussung des Phospholipidmetabolismus

Bereits 1978 wurde fur die Wirksamkeit verschiedener ATLs unter anderem eine
mdogliche Beeinflussung des Phospholipidmetabolismus vermutet [179]. Eine der
Theorien, die weiter verfolgt wurden, basiert darauf, dass ATLs als Antimetabolite in der
3-sn-Phosphatidylcholinsynthese wirken [180]. In diesem Modell kommt es zu einer
intrazellularen Akkumulation von zytotoxischen Lysophospholipiden insbesondere in
Tumorzellen. Eine 2001 publizierte Arbeit ging ebenfalls davon aus, dass eine
Beeinflussung des Phospholipidmetabolismus die Wirksamkeit von ET-18-OCH3
begriindet. Dabei wurde die beobachtete Apoptose in Tumorzellen auf Veranderungen

der mitochondrialen Lysophospholipid-Zusammensetzung zurtickgefuhrt [181].

1.3.1.2. Beeinflussung der Membraneigenschaften

ATLs konnten durch die Eingliederung in biologische Membranen deren physikalische

Eigenschaften beeinflussen, zum Beispiel deren Fluiditat [182]. So wurde fur Edelfosine
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nachgewiesen, dass es in einer leukdmischen Zelllinie auf die Organisation von Lipid

Rafts der Zellmembran und den assoziierten Fas-Rezeptor einwirken kann [183].

1.3.1.3. Beeinflussung der Elektrolytbalance

Fur SRI 62-834, ein mit ET-18-OCH3 verwandtes ATL, konnte eine Beeinflussung der
intrazellularen Kalziumkonzentration nachgewiesen werden und es wurde vermutet, dass

auf diesem Weg eine zytotoxische Wirkung erreicht wird [184].

1.3.1.4. Beeinflussung des Nahrstofftransports

Fur ein ATL (1-Alkyl-2-Methoxy-Glycero-3-Phosphocholin) konnte nachgewiesen
werden, dass es den Transport verschiedener N&hrstoffe, wie zum Beispiel Cholin,
Fettsduren oder D-Glukose, beeinflussen kann. Dadurch kann ein N&hrstoffmangel

hervorgerufen werden, der selektiv Tumorzellen beeintrachtigen konnte [185].

1.3.1.5. Beeinflussung intrazellularer Signalwege

Durch verschiedene ATLs konnten in verschiedenen Zelllinien sehr unterschiedliche
Effekte auf eine Vielzahl von Zellfunktionen beobachtet werden. Um diese Variabilitat zu
erklaren, wurde die Wirkung der ATLs auf intrazellulare Signalwege untersucht. In
verschiedenen leukamischen Zelllinien ist die Aktivitat der phospholipid-sensitiven Ca?*-
abhangigen Proteinkinasen erhoht. Es wurde gezeigt, dass ein ATL (1-Octadecyl-2-
Methyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin) die Aktivitat dieser Kinasen inhibieren kann [186].
Ebenfalls in leukdmischen Zelllinien wurde eine Inhibition des MAPK/SAPK-Signalwegs
durch drei verschiedene ATLs beobachtet [187]. In Zelllinien aus einem epidermoiden
Karzinom (A431) und aus einem Zervixkarzinom (HeLa) konnte mit drei verschiedenen
ATLs die Aktivitait des PI3K-Akt-Signalwegs reduziert werden [188]. Auch in
menschlichen Brustepithelzellen (MCF10A-ras) konnte durch ein ATL der Akt-Signalweg
und ERK1/2 inhibiert werden [189].
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1.3.2. Inositol-C2-PAF

Die erfolgreiche Synthese von Inositol-C2-PAF wurde erstmals im Jahr 2006 beschrieben
[190]. Inositol-C2-PAF (1-O-Octadecyl-2-O-(2-(myo-Inositol)-Ethyl)-sn-Glycero-3-(r/s)-
Phosphatidylcholin, siehe Abbildung 5) besitzt ein myo-Inositol an der sn-2-Position.

Zwischen dem zyklischen Polyalkohol und dem Glycerol-Rickgrat befindet sich eine C2-

Gruppe.
T_
o \N/\/O—ﬁ—o/\(\o—cm
VRN o) 0
CH;  CHs 2 OH OH
0 OH
OH OH

Abbildung 5: Die Struktur von Inositol-C2-PAF.

Bei diesem Alkylphospholipid ist das Glycerol neben der Phosphocholin-Kopfgruppe noch mit einer
apolaren Ci1sHs7-Gruppe sowie Uber eine C2-Gruppe mit myo-Inositol verbunden.

Nach der Inkubation von HaCaT-Zellen mit Inositol-C2-PAF kann ein breites
Wirkungsspektrum beobachtet werden. Die maximale Wirkstoffkonzentration von
Inositol-C2-PAF ist begrenzt. Es wurde gezeigt, dass Inositol-C2-PAF fur HaCaT-Zellen
bei einer Inkubation Uber 48 Stunden bis zu einer Konzentration von 5 uM nicht toxisch
wirkt [190]. Es inhibiert in subtoxischen Konzentrationen die Proliferation und induziert
die Differenzierung von Keratinozyten [190]. Der beobachtete antiproliferative Effekt
wurde dabei nicht durch Apoptose hervorgerufen. Die Wirkkonzentration war dabei
geringer als die des verwandten Glc-PAF. AulRerdem war Inositol-C2-PAF innerhalb der
Zellen stabiler als Glc-PAF [190, 191].

Trotz der strukturellen Ahnlichkeit mit PAF iiben weder Inositol-C2-PAF noch andere
APLs ihre Effekte Uber den PAF-Rezeptor aus [169, 191]. 2011 bewies die Arbeitsgruppe
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um van Haefen, dass Inositol-C2-PAF in Jurkat- und Burkitt-like Lymphoma Line (BJAB)-
Zellen in nicht-toxischen Konzentrationen zur Apoptose fuhrt. Dadurch zeigte sich fur das
Lipid erstmalig eine potentielle Anwendungsmaoglichkeit in der Tumortherapie [192]. Im
gleichen Jahr zeigten Semini et al.,, dass Inositol-C2-PAF bei HaCaT- und
Plattenepithelkarzinom-Zellen die Anheftung an die Extrazellularmatrix verstarkt und die
Motilitat der Zellen reduziert [193]. Die Inhibition der Motilitdt wurde durch eine Interferenz
mit der Umverteilung von F-Aktin und eine Inhibition des FAK/Src-Signalwegs, der die
Zellmigration reguliert, verursacht. Da die Migration ein fir die Tumormetastasierung
essentieller Prozess ist, konnte Inositol-C2-PAF durch diese Ergebnisse erneut sein
Potential als Antitumorlipid bestatigen.

Wahrend sich ein Teil der Forschung an Inositol-C2-PAF auf die mégliche Anwendung in
der Tumortherapie konzentrierte, verdichteten sich zunehmend Hinweise darauf, dass
das APL potente immunmodulatorische und antiinflammatorische Eigenschaften haben
kénnte. Eine Analyse des Genexpressionsprofils in HaCaT-Keratinozyten bestétigte,
dass zahlreiche Gene mit immunmodulatorischem Potential durch das APL reguliert
werden [194]. Semini et al. zeigten 2014, dass Inositol-C2-PAF in einem in vitro-Modell
fur epidermale Inflammation sowohl auf transkriptioneller als auch auf translationaler
Ebene wichtige Kennzeichen der Entziindung in Keratinozyten reduzieren kann [64]. In
in vivo- und in vivo-Modellen konnte zudem gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF auch

in Endothelzellen ein entziindungshemmendes Potential besitzt [3].
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1.4. Ziele dieser Arbeit

Psoriasis ist eine der haufigsten Hauterkrankungen in Deutschland. Sie geht neben
einem hohen Leidensdruck der Betroffenen mit hohen Kosten fir die Gemeinschaft
einher. Eine Heilung ist nicht mdglich. Obwohl zahlreiche Therapiemdglichkeiten
existieren, tritt noch immer in zahlreichen Fallen kein zufriedenstellender
Behandlungserfolg ein. Zur Pathogenese der Psoriasis existieren verschiedene Modelle.
In der vorliegenden Arbeit wird ein Modell vorgestellt, das die bisherigen
Forschungsergebnisse verbindet, wobei die positiv-selbstverstarkenden Signalkaskaden
des IL-6 im Mittelpunkt stehen. IL-6 aktiviert den STAT3-Signalweg in Keratinozyten.
STAT3 wiederum reguliert die proinflammatorische Reaktion und es konnte in mehreren
Studien gezeigt werden, dass eine erhohte Aktivitat des STAT3-Signalwegs mit der
Entstehung eines psoriatischen Phanotyps assoziiert ist.

Inositol-C2-PAF ist ein APL, das anti-proliferative und differenzierungs-fordernde
Eigenschaften besitzt, die zur Behandlung von entziindlichen Erkrankungen - wie zum
Beispiel der Psoriasis - eingesetzt werden kdnnten.

Um das Potential von Inositol-C2-PAF fir die Therapie dieser Erkrankungen weiter zu
erforschen, ist es zunachst notwendig, den Einfluss des APL auf proinflammatorische
Signalwege zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit sollen daher die Einfliisse von
Inositol-C2-PAF auf den STAT3-Signalweg in Keratinozyten untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellkultur

2.1.1. Materialien in der Zellkultur

Die in der Zellkultur verwendeten Materialien werden in den Tabellen 3 - 6

dargestellt.

Tabelle 3: Zelllinie

Name

Herkunft

HaCaT-Zelllinie

Die Zelllinie kann z.B. von ATCC erworben
werden (LGC Standards GmbH, 46485 Wesel,
http://www.lgcstandards-atcc.org)

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Exemplare waren ein freundliches Geschenk
von Professor Dr. Fusenig (Deutsches

Krebsforschungszentrum, Heidelberg)

Tabelle 4: Nahrmedien und Zusétze

Name

Hersteller

RPMI
Foétales Kalberserum (Fotal Bovine Serum, FBS)

Penicillin

Streptomycin

L-Glutamin

Defined Keratinocyte Serum-Free-Medium inkI.

Growth Supplement

Lonza, Basel, Schweiz

HyClone Thermo Fisher Scientific, Bonn
PAA Laboratories Gesellschaft M.B.H.,
Osterreich (mittlerweile General Electric
Company, USA)

PAA Laboratories Gesellschaft M.B.H.,
Osterreich (mittlerweile General Electric
Company, USA)

PAA Laboratories Gesellschaft M.B.H.,
Osterreich (mittlerweile General Electric
Company, USA)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, ehemals

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Tabelle 5: Arbeitsmaterialien in der Zellkultur und zur Zellernte

Name

Bestandteile

Phosphate-buffered saline (PBS)

PBS-EDTA

Solubilisierungspuffer

Reduzierungspuffer

Trypsin

Wachstumsmedium

150 mM NacCl, 3 mM KCI, FBS 10%, 8 mM
NazHP0O4.2H20, 1 mM KH2PO4 in Aqua bidest.
bei pH 7,2

0,05% EDTA in PBS

150 mM NacCl, 50 mM Hepes / NaOH bei pH
7,5, 1 mM CacCl2, 1% Triton X-100 in
destilliertem H20

250 mM Tris, 25% (Volumenprozent, v/v)
Glycerol, 7,5% (w/v) SDS, 0,25 mg/ml
Bromophenolblau und 12,5 % (v/v) B-
Mercaptoethanol

PAA Laboratories Gesellschaft M.B.H.,
Osterreich (mittlerweile General Electric
Company, USA)

450 ml RPMI, 50 ml fotales Kalberserum, 50 MU
Penicillin, 50 mg Streptomycin, 220 mg L-
Glutamin

Tabelle 6: Zytokine

Name

Hersteller

Recombinant Human Interleukin-1 alpha
Recombinant Human Interleukin 6
Recombinant Human Epidermal Growth Factor
Recombinant Human Oncostatin M
Recombinant Human Tumor Necrosis Factor-
alpha

Recombinant Human Interleukin-1 beta
Recombinant Human Hepatocyte Growth Factor
Recombinant Human Interferon Gamma
Recombinant Human Interleukin-17A

Recombinant Human Interleukin-22

ImmunoTools GmbH, Friesoythe
ImmunoTools GmbH, Friesoythe
ImmunoTools GmbH, Friesoythe
ImmunoTools GmbH, Friesoythe

ImmunoTools GmbH, Friesoythe

ImmunoTools GmbH, Friesoythe
ImmunoTools GmbH, Friesoythe
ImmunoTools GmbH, Friesoythe
ImmunoTools GmbH, Friesoythe

ImmunoTools GmbH, Friesoythe
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2.1.2. Kryokonservierung und Inkulturnahme von Zellen

Zur Kryokonservierung der Zellen wurden sie in 10% DMSO und 90% fotalem
Kalberserum gel6st. Die Temperatur wurde langsam abgesenkt. Die Zellen wurden bei
-80°C, bzw. zur langeren Aufbewahrung in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zur Inkulturnahme wurden die gefrorenen Proben rasch mit vorgewarmtem RPMI-
Medium auf Raumtemperatur erwarmt. Durch wiederholtes Zentrifugieren und
erneutes Losen des Zellpellets in RPMI-Medium wurde das verbliebene DMSO

ausgewaschen.

2.1.3. Standardisiertes Zellkulturprotokoll

Um die Effekte von Inositol-C2-PAF auf die Haut zu simulieren, wurden immortalisierte
menschliche Keratinozyten in Form der HaCaT-Zelllinie verwendet.

HaCaT-Zellen wurden bei 37°C und einer Atmosphére mit 5% CO2 in RPMI-Medium
mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum, 440 mg/I Glutamin, 100 U/l Penicillin
und 0,1 mg/ml Streptomycin in Zellkulturflaschen kultiviert. Zellen wurden mit Trypsin
und 0,02 mM EDTA geldst. Um fiir jeden Versuch eine konstante Anzahl an Zellen pro
Kulturschale auszusaen, wurden die in RPMI-Medium geldsten Zellen mittels einer
Neubauer-Zahlkammer quantifiziert. Fir die Experimente wurden Zellen mit einer
Konzentration von 8 x 10° Zellen pro 6cm-Zellkulturschale ausgesat. Sie wurden unter
Standardbedingungen (37°C, 5% CO2, RPMI mit FBS) kultiviert, bis sie subkonfluent
waren, was zumeist nach ca. 16 Stunden erreicht war. Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und dann mit Defined Keratinocyte Serum-Free-Medium mit Growth
Supplement inkubiert. Nach 6 Stunden wurden die Keratinozyten einmal mit PBS
gewaschen und mit Defined Keratinocyte Serum-Free-Medium ohne Growth
Supplement fir 16 Stunden kultiviert. Diese Prozedur wird im Folgenden auch das
standardisierte Zellkulturprotokoll genannt.
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2.1.4. Behandlung mit Zytokinen und Inositol-C2-PAF

Inositol-C2-PAF wurde wie von Fischer et al. beschrieben synthetisiert [190]. Im
Anschluss an das standardisierte Zellkulturprotokoll wurden die Zellen entweder mit
oder ohne Zytokine in einer Konzentration von 10 ng/ml und mit oder ohne Inositol-
C2-PAF in einer Konzentration von 5uM in Defined Keratinocyte Serum-Free Medium

ohne Growth Supplement kultiviert.

2.2. Biochemische Methoden

2.2.1. Western Blot

2.2.1.1. Materialien in der Western Blot-Technik

Die in der Western Blot-Technik verwendeten Materialien sind in den Tabellen 7 — 11
dargestellt.

Tabelle 7: Gerate in der Western Blot-Technik

Funktion Gerat Hersteller
Digitales Imaging-System Versadoc 4000 MP Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen
SDS-PAGE Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen
Zentrifuge (gekuhlt) Thermo Scientific Heraeus Fisher Scientific GmbH,
Biofuge Fresco Schwerte

Tabelle 8: Lésungen zum Giel3en von Blot-Gelen

Name Bestandteile

Lésung A (Solution A) 30% (w/v) Acrylamide, 0,8% N,N-
Methylenbisacrylamid in destilliertem Wasser

Lésung B (Solution B) 0,4% (w/v) SDS, 1,5 M Tris at pH 8,8 in

destilliertem Wasser
Ldsung C (Solution C) 0,4% (w/v) SDS, 0,5 M Tris at pH 6,8 in

destilliertem Wasser
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Tabelle 9: Puffer-, Spul-, Blockier- und Farbelésungen in der Western Blot-Technik

Name

Bestandteile

SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)

Blottingpuffer(10x)

Phosphate-buffered saline (PBS)

Tris-buffered saline (TBS)

TBS with Tween-20 (TBS-T)

Blockierldsung

Ponceau S-Farbelésung(5x)

192 mM Tris bei pH 7,3, 25 mM
Glycin, 0,1% (Gewichtsprozent, w/v) SDS in

destilliertem Wasser

1 M Tris bei pH 8,3, 1.92 M Glycin, 10% (v/v)
Ethanol in destilliertem Wasser

150 mM NacCl, 3mM KClI, fétal bovine serum
(FBS) (10%), 8 MM NazHPQO4.2H20, 1 mM
KH2PO4 in Aqua bidest. bei pH 7,2

10 mM Tris bei pH 7,6, 150 mM NaCl in Aqua

bidest

0,1% (v/v) Tween-20 in TBS
5% (w/v) BSA in TBS-T
2% (w/v) Ponceau S, 30% (v/v),

Trichloroacetsaure, 30% (v/v) Sulfosalicylsdure

in destilliertem Wasser

Tabelle 10: Antikorper

Name Herkunftsspezies Methode Hersteller

Akt Kaninchen Western Blot Cell Signaling Technology
Europe B.V., Frankfurt
a.M.

Alexa Fluor 488 Goat Ziege Immunfluoreszenz Fisher Scientific GmbH,

anti-Mouse Schwerte

Alexa Fluor 488 Goat Ziege Immunfluoreszenz Fisher Scientific GmbH,

anti-Rabbit Schwerte

Alexa Fluor 594 Goat Ziege Immunfluoreszenz Fisher Scientific GmbH,

anti-Mouse Schwerte

Alexa Fluor 594 Goat Ziege Immunfluoreszenz Fisher Scientific GmbH,

anti-Rabbit Schwerte

a-Tubulin Maus Western Blot Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

B-Aktin Maus Western Blot Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen

ERK (pT202/pY204) Kaninchen Western Blot Cell Signaling Technology

Europe B.V., Frankfurt
a.M.
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Name

Herkunftsspezies

Methode

Hersteller

Goat anti-Mouse-POD

Goat anti-Rabbit-POD

Jak2

Phospho-Akt (Ser573)

Phospho-ERK1/2

Phospho-Jak2

Phospho-STAT3

(Tyr705)

STAT3

Ziege

Ziege

Kaninchen

Maus

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot,

Immunfluoreszenz

Western Blot,

Immunfluoreszenz

Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd,
Cambridgeshire,
Vereinigtes Konigreich
Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd,
Cambridgeshire,
Vereinigtes Kénigreich
Cell Signaling Technology
Europe B.V., Frankfurt
a.M.

Cell Signaling Technology
Europe B.V., Frankfurt
a.M.

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, ehemals
BioSource

Cell Signaling Technology
Europe B.V., Frankfurt
a.M.

Cell Signaling Technology
Europe B.V., Frankfurt
a.M.

Cell Signaling Technology
Europe B.V., Frankfurt
a.M.

Tabelle 11: Proteinmarker und Chemilumineszenzlésungen in der Western Blot-Technik

Name

Hersteller

Precision Plus Protein™ Standards

Dual Color

Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate
Super Signal West Femto

Chemiluminescent Substrate

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
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2.2.1.2. Proteinquantifizierung

Die Gesamtproteinkonzentration der Proben wurde mittels BCA-Proteinassay
quantifiziert. Ein BSA-Proteinstandard (Pierce, USA) mit einer Konzentration von 1
pmg/ul wurde verwendet, um mit destilliertem Wasser eine Verdinnungsreihe zu
erstellen. Die Proben wurden 1 zu 10 mit destilliertem Wasser verdinnt. Die
Stammlésungen A (10 g/l Natriumbicinchoninat, 20 g/l Natriumcarbonat, 1,6 g/l
Natriumtartrat, 4 g/l Natriumhydroxid und 9,5 g/l Natriumhydrogencarbonat bei pH
11,25) und B (40 g/l Kupfersulfat-Pentahydrat) wurden im Verhaltnis 1:50
zusammengemischt und jeweils 180 pl davon wurden zu Standard und Proben
gegeben. Nach einer Inkubation Gber 30 Minuten bei Raumtemperatur wurde die
Absorption bei 570 nm in einem ELISA-Plattenlesegerat bestimmt. Mithilfe von
Microsoft Excel 2016 wurde mit den Werten der Verdinnungsreihe eine
Standardkurve bestimmt und anhand dieser der Gesamtproteingehalt der Proben
berechnet.

2.2.1.3. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Im Anschluss an das standardisierte Zellkulturprotokoll und die Behandlung mit
Zytokinen und/oder Inositol-C2-PAF wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit Solubilisierungspuffer geerntet, iber 30 Minuten
auf Eis lysiert und anschlie3end fir 15 Minuten mit 13 000 Umdrehungen pro Minute
bei 4°C zentrifugiert. 30 pg denaturiertes Protein jeder Probe wurde auf ein 10 %-SDS-
Polyacrylamidgel —aufgetragen. Zur Laufkontrolle und Uberprifung des
Molekulargewichts wurde fur jeden Lauf der Bandenmarker Precision Plus Protein™
Standards Dual Color mitgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer
Spannung von 80 - 160 V.

2.2.1.4. \Western Blot

Nach erfolgter SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese wurden die aufgetrennten
Proteine unter dem Blottingpuffer fiur 1 Stunde bei 4°C und einer konstanten

Stromstarke von 250 mA auf eine Nitrozellulosemembran udbertragen. Der
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Proteintransfer auf die Membranen wurde mittels Farbung durch Ponceau S-Ldsung
Uberpruft. Die Farbe wurde danach mit 0,1% Essigsaure und TBS ausgewaschen. Die
Membranen wurden fur eine Stunde in der Blockierldésung blockiert und dann Uber
Nacht bei 4°C mit dem entsprechenden Primé&rantikdrper inkubiert. Anschliel3end
wurden die Blots dreimal mit TBS-T gewaschen und dann mit dem entsprechenden
peroxidasekonjugierten Sekundarantikorper inkubiert. Die Membranen wurden mit
Chemilumineszenzreagenzien behandelt und mittels eines digitalen Imaging-Systems

sichtbar gemacht.

2.2.2. Quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR)

2.2.2.1. Materialien in der gRT-PCR-Technik

Die in der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (quantitative real-time
polymerase chain reaction, gRT-PCR) verwendeten Materialien werden in den
Tabellen 12 — 14 dargestellt.

Tabelle 12: Geréate in der gRT-PCR-Technik

Funktion Gerat Hersteller

gPCR iCycler inklusive MyiQ Single- Bio-Rad Laboratories GmbH,
Color Real-Time PCR Detection  Feldkirchen
System

Zentrifuge (gekuhlt) Thermo Scientific Heraeus Fisher Scientific GmbH,
Biofuge Fresco Schwerte

Tabelle 13: Ausrustung zur RNA-Gewinnung, cDNA-Synthese und qRT-PCR

Name Hersteller

Quick-RNA MicroPrep-Kit Zymo Research Europe GmbH, Freiburg
GoScript Reverse Transcription-Kit Promega, Madison, USA

GoTaq 2-Step-qRT-PCR System-Kit Promega, Madison, USA
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Tabelle 14: Verwendete Primer

Name Forward 5' - 3' Reverse 5' - 3'

BIRC5/Survivin TCCGGTTGCGCTTTCCT TCTTCTTATTGTTGGTTTCCTTTGC
CCND1 TATTGCGCTGCTACCGTTGA CCAATAGCAGCAAACAATGTGAAA
GAPDH CATCACCATCTTCCAGGAGC CACCACCCTGTTGCTGTAGC

IL-6 GGCACTGGCAGAAAACAACC GCAAGTCTCCTCATTGAATCC
S100A7 TGCTGACGATGATGAAGGAG ATGTCTCCCAGCAAGGACAG
STAT3 AGCCGCTTCCTGCAAGAGTC TCTAGGCAGATGTTGGGCGG

2.2.2.2. RNA-Vorbereitung

Nach der entsprechenden Stimulation wurden die Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen. Zur Gewinnung von RNA wurde das Quick-RNA MiniPrep-Kit
entsprechend der Herstelleranleitung verwendet. Die Zellen wurden mit RNA-Lyse-
Puffer geerntet. Mittels der Zymo-Spin-IC-Saule wurde die RNA isoliert und in drei
Waschschritten mit den im Kit enthaltenen Waschpuffern aufgereinigt. Die RNA wurde

schlie3lich in DNase- und RNase-freiem destillierten Wasser gelost.

2.2.2.3. cDNA-Synthese

Zur Synthese der komplementaren DNA (complementary DNA, cDNA) wurde das
GoScript Reverse Transcription-Kit entsprechend der Herstelleranleitung verwendet.
Dabei wurden zunéchst die zu untersuchende RNA, Oligo-dT-Primer und
nukleasefreies Wasser gemischt, auf 70°C erhitzt, in Eiswasser abgekuhlt und
zentrifugiert. Nachfolgend wurde der Reverse-Tranksriptions-Mix hinzugeflugt,
bestehend aus Reaktionspuffer, MgCl2, Nukleotidmix, Ribonucleaseinhibitor,
nukleasefreiem Wasser und Reverser Transkriptase. Es folgten das Annealing bei
25°C, das Extending bei 42°C und die Inaktivierung der Reversen Tranksriptase bei

70°C. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C aufbewabhrt.
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2.2.2.4. Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Die gRT-PCR wurde mittels des GoTaq 2-Step-gRT-PCR System-Kit entsprechend
der Herstelleranleitung durchgefihrt. Primer wurden mittels Primer-BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) erstellt. Die zu untersuchende cDNA wurde
mit GoTaq gPCR Master Mix, nukleasefreiem Wasser und Forward- und Reverse-
Primer gemischt. Die qRT-PCR wurde in einem MyiQ Single Color Real-Time PCR
Detection-System durchgefuhrt. Es erfolgten ein Zyklus zur DNA-Polymerase-
Aktivierung bei 95°C und anschlieBend 35 Zyklen zur Anlagerung, Erweiterung und
Denaturierung bei 60°C, 72°C und 95°C.

Der Cycle Threshold (Ct, Schwellenwertzyklus) ist der Replikationszyklus, an dem die
Amplikationskurve einen Schwellenwert (berschreitet. Der Ct ist bei einer
angenommenen konstanten Verdopplungsrate des untersuchten cDNA-Abschnitts

proportional zur initialen Konzentration.

2.2.3. Immunfluoreszenz

Zur Immunfluoreszenzanalyse wurden HaCaT-Zellen in einer 8-Kammer-Platte in
einer Konzentration von 50 000 Zellen pro Kammer ausgesat. Zellen wurden unter
Standardbedingungen (37°C, 5% CO2, RPMI-Medium mit FBS) fur 16 Stunden
kultiviert. Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit Defined
Keratinocyte Serum-Free-Medium mit Growth Supplement fir 6 Stunden inkubiert.
Danach wurden die Zellen einmal mit PBS und mit Defined Keratinocyte Serum-Free-
Medium ohne Growth Supplement flr 16 Stunden kultiviert. Im Anschluss wurden die
Zellen fur eine Stunde mit Medium ohne Wachstumssupplement und mit oder ohne
Inositol-C2-PAF (Konzentration: 5uM) inkubiert. AbschlieRend wurde das Medium
gegen Medium ohne Wachstumssupplement und mit oder ohne den entsprechenden
Zytokinen (Konzentration: 10 ng/ml) und mit oder ohne Inositol-C2-PAF
(Konzentration: 5uM) ausgewechselt. Nach einer Inkubation Gber 15 Minuten wurden
die Zellen zweimal mit PBS bei 4°C gewaschen. Die Zellen wurden bei
Raumtemperatur fur 15 Minuten mit 4% PFA fixiert und anschlielend dreimal mit PBS
gewaschen. Dann wurden sie fir 10 Minuten mit Methanol bei -20°C inkubiert.
Daraufhin wurden sie fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 5% BSA in PBS
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blockiert, dreimal mit TBS gewaschen und Uber Nacht mit dem entsprechenden
Primarantikorper in 5% BSA in TBS-T inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen
funfmal mit TBS-T gewaschen und fur 2 Stunden mit dem entsprechenden
fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikdrper in TBS-T inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte mit TBS-T. Danach wurde der gesamte Flussigkeitsiiberstand entfernt.
Zwei Tropfen Fluoromount (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurden pro Kammer
hinzugegeben und ein Deckglas wurde aufgelegt. Die Praparate wurden mit einem
Axiovert 200-Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) und mit einer Axiocam
und der Axiovision-Software (Version 4.9.1, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena)

analysiert.

2.3. Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

2.3.1. Auswertung der Western Blots

Die Quantifizierung durch densitometrische Analyse der Western Blots wurde mittels
ImageLab (Version 6.0.1, BioRad, www.bio-rad.com) durchgefuhrt. Die Ergebnisse
wurden stichprobenartig mit ImageJ (https://imagej.nih.gov) Uberprift und es zeigten
sich vergleichbare Ergebnisse.

Die densitometrisch gemessenen Werte des zu untersuchenden Proteins wurden mit
B-Aktin normalisiert. Wurden phosphorylierte Proteine untersucht, so wurde zuséatzlich
auf die nicht-phosphorylierte Form normalisiert. Anschlie3end wurden die Ergebnisse
aller Konditionen auf das Niveau der Kontrolle normalisiert.

Die Ergebnisse wurden mittels SPSS Statistics 25 (IBM) analysiert. Zunachst wurde
die Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test tberprift. Lag keine Normalverteilung
vor, so wurde mittels des Levene-Tests auf Varianzgleichheit tiberpruft.

Da durch das oben genannte Verfahren die Kontrollen stets als 1 definiert sind, kbnnen
statistische Auswertungen im Verhaltnis zur Kontrolle nur als Einstichproben-t-Test
mit dem Testwert 1 durchgefuhrt werden. Zur Vereinheitlichung wurden daher auch
bei den restlichen statistischen Auswertungen der entsprechenden Versuche die
Vergleichsgruppen jeweils auf die Bezugsgruppen normalisiert und ebenfalls der

Einstichproben-t-Test angewendet.
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2.3.2. Auswertung der gRT-PCRs

Ct-Werte wurden aus dem Programm iQ5 (BioRad, Minchen) ausgelesen. Mittels
Microsoft Excel 2016 wurden 2-22Ct-Werte entsprechend der Methode nach Livak
und Schmittgen [195] gewonnen, wobei die Normalisierung auf das Housekeeping-
Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) erfolgte.

Da der Ct-Wert aus der logarithmischen Skala des Fluoreszenzsignals entsteht, ist er,
wie von Livak und Schmittgen beschrieben [195], ein logarithmischer Ausdruck und
sollte zum Zweck der statistischen Auswertung in eine lineare Form Uberfihrt werden.
Demzufolge wurden alle Ct-Werte vor der statistischen Auswertung linearisiert. Die
Ergebnisse wurden mittels SPSS Statistics 25 (IBM) analysiert. Zunachst wurde die
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test Uberprift. Lag keine Normalverteilung vor,
so wurde mittels des Levene-Tests auf Varianzgleichheit Gberpruft. Die Ergebnisse
wurden anschlieRend mittels des t-Tests fir verbundene Stichproben tberpruift.

2.3.3. Grafische Darstellung

Die Ergebnisse der Versuche wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 8 graphisch
dargestellt.

Western Blots und gRT-PCRs wurden in einer fir die biochemische Laborarbeit
Ublichen Anzahl wiederholt, zumeist drei- bis sechsmal. Die Mittelwerte der Ergebnisse
wurden als Balkendiagramme dargestellt und die jeweils errechnete Signifikanz der
Ergebnisse symbolisch dargestellt. Da bei gezeigten Versuchen mit drei
Wiederholungen die Darstellung der Einzelwerte im Verlauf Uber die verschiedenen
Bedingungen aussagekraftiger ist als die Darstellung einer Standardabweichung,
wurde jene Darstellungsform sowohl fiir Versuche mit drei Wiederholungen und zudem
zur Vereinheitlichung und Ubersichtlichkeit auch fiir die Versuche mit mehr als drei
Wiederholungen gewahilt.

Fur Auswertungen der Daten aus Publikationen von Semini et al. wurde deren
Darstellungsweise in  Form eines Balkendiagramms mit Mittelwert und

Standardabweichung tbernommen.
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Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Abbildungen auRerhalb des Ergebnisteils

wurden erstellt mit Hilfe der folgenden Programme:

(1) Microsoft PowerPoint 2016

(2) ChemDraw Prime 16.0

(3) Apple Keynote (inkl. iCloud Keynote) Versionen 4.0 — 11.0
(4) GIMP 2.10.10
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3. Ergebnisse

3.1. Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf STAT3

3.1.1. Analyse der Proteinexpression

HaCaT-Zellen wurden fir 24 und 48 Stunden mit wechselnden Kombinationen aus
Inositol-C2-PAF und IL-6 inkubiert. Ein Immunoblot mit spezifischen Antikorpern
gegen STAT3 und B-Aktin wurde durchgefihrt. Die optische Dichte wurde quantifiziert
und die Werte fur STAT3 auf B-Aktin normalisiert. Zur statistischen Auswertung
wurden die normalisierten Mittelwerte erneut auf die jeweilige Vergleichsgruppe
bezogen und mittels des Einstichproben-t-Tests analysiert.

Inositol-C2-PAF reduzierte in HaCaT-Zellen sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden
Inkubation die intrazellulare Proteinmenge von STAT3 in An- und Abwesenheit von IL-
6 signifikant. Ein signifikanter Effekt von IL-6 allein auf die Proteinexpression von
STAT3 konnte nicht beobachtet werden.

Im Mittelwertvergleich von der Kontrolle zur Stimulation mit Inositol-C2-PAF zeigte sich
sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden in jeweils sechs Versuchen eine signifikante
Reduktion der Proteinexpression von STAT3 (24 Stunden: p = 0,01;
Mittelwertunterschied von 1 zu 0,69; Abbildung 6B; 48 Stunden: p = 0,02;
Mittelwertunterschied von 1 zu 0,64; Abbildung 6C).

Die statistische Analyse der Mittelwerte der Proteinexpression von STAT3 zeigte zu
beiden Zeitpunkten bei Zellen, die allein mit IL-6 behandelt wurden, im Vergleich zur
Kontrolle in jeweils sechs Versuchen keine signifikanten Unterschiede (24 Stunden: p
= 0,4; Mittelwertunterschied von 1 zu 1,1; Abbildung 6B; 48 Stunden: p = 0,055;
Mittelwertunterschied von 1 zu 2,4; Abbildung 6C).

Wurde die Stimulation mit IL-6 allein mit der kombinierten Stimulation mit Inositol-C2-
PAF und IL-6 verglichen, zeigte sich in jeweils sechs Versuchen nach 24 Stunden eine
sehr und nach 48 Stunden eine hoch signifikante Reduktion der Proteinexpression von
STAT3 (24 Stunden: p = 0,008; Mittelwertsunterschied von 1 zu 0,67; Abbildung 6B;
48 Stunden: p < 0,001; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,3; Abbildung 6C).
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Abbildung 6: Der Einfluss von Interleukin-6 und Inositol-C2-PAF auf STAT3 auf Proteinebene.

HaCaT-Zellen wurden fir 24 (B) und 48 (C) Stunden mit (+) oder ohne (-) Interleukin-6 (IL-6) und
Inositol-C2-PAF (InoPAF) inkubiert. Ein Immunoblot mit Antikdrpern gegen STAT3 und -Aktin wurde
durchgefuhrt.

(A): Abgebildet ist ein reprasentativer Western Blot aus n = 6.

(B) und (C): Die optische Dichte der jeweiligen Signale wurde quantifiziert und die Werte fir STAT3 auf
B-Aktin normalisiert. Oberhalb: Abgebildet sind die Mittelwerte aus sechs Versuchen, normalisiert auf
die Kontrolle. Zur statistischen Auswertung wurde jeweils auf die Vergleichsgruppe normalisiert und die
Mittelwerte mit Hilfe des Einstichproben-t-Tests analysiert. Signifikante Ergebnisse wurden
entsprechend gekennzeichnet (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).
Unterhalb: Abgebildet sind die einzelnen Ergebnisse normalisiert auf die Kontrolle. Ergebnisse eines
Versuchs sind verbunden.
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3.1.2. Analyse der mRNA-Expression

Um einen mdglichen Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Transkription von STAT3 zu
untersuchen, wurden HaCaT-Zellen fur 24 und 48 Stunden mit oder ohne Inositol-C2-
PAF inkubiert. mRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gqRT-PCR mit
spezifischen Primern fur STAT3 durchgefuhrt. Parallel wurde die gRT-PCR mit
Primern fur GAPDH durchgefuhrt, auf das normalisiert wurde. AnschlieRend wurden
die Mittelwerte verglichen. Zur statistischen Auswertung wurden die linearisierten Ct-
Werte mittels des t-Tests flr verbundene Stichprobe analysiert.

Inositol-C2-PAF reduzierte im Vergleich zur Kontrolle sowohl nach 24 als auch nach
48 Stunden die cDNA-Konzentration von STAT3 signifikant (24 Stunden: insgesamt
drei Versuche; t-Test bei einer Stichprobe; p = 0,03; Mittelwertunterschied (222 von
1 zu 0,64.; Abbildung 8A; 48 Stunden: insgesamt sechs Versuche; t-Test bei einer
Stichprobe; p = 0,005; Mittelwertunterschied (222t von 1 zu 0,61; Abbildung 8B).
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Abbildung 7: Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von STAT3.

HaCaT-Zellen wurden fir 24 (A) und 48 (B) Stunden mit oder ohne Inositol-C2-PAF (InoPAF) inkubiert.
mMRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR mit spezifischen Primern fir STAT3
wurde durchgefiihrt. Es wurde auf GAPDH normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurden die
linearisierten Ct-Werte mittels des t-Tests fur verbundene Stichprobe analysiert.

Oberhalb: Abgebildet sind die durch die 2-44¢-Methode gewonnen Mittelwerte aus drei (24 Stunden,
linke Spalte) bzw. sechs (48 Stunden, rechte Spalte) Versuchen, normalisiert auf die Kontrolle.
Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet (* = p < 0,05; * = p < 0,01).
Unterhalb: Abgebildet sind die einzelnen linearisierten Ct-Werte. Ergebnisse eines Versuchs sind
verbunden.
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In einem zuséatzlichen Ansatz wurden HaCaT-Zellen fir 24 und 48 Stunden mit oder
ohne IL-6 beziehungsweise der Kombination aus IL-6 und Inositol-C2-PAF inkubiert.
Wie im oben beschriebenen Versuchsaufbau wurde RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben und eine qRT-PCR mit spezifischen Primern fir STAT3 durchgefihrt.
Es wurde auf GAPDH normalisiert und die Mittelwerte verglichen. Zur statistischen
Auswertung wurden die linearisierten Ct-Werte mittels des t-Tests fur verbundene
Stichprobe analysiert.

Nach 24 und 48 Stunden zeigten sich beim Mittelwertvergleich der Kontrolle zur
Stimulation mit IL-6 kein signifikanter Unterschied in der STAT-3-mRNA-Menge (24
Stunden: insgesamt drei Versuche; p = 0,16; Mittelwertunterschied (2-22%) von 1 zu
0,96; Abbildung 9A; 48 Stunden: insgesamt sechs Versuche; p = 0,74;
Mittelwertunterschied (2-22°t) von 1 zu 0,95; Abbildung 9B).

Wurde nach 24 Stunden die Stimulation nur mit IL-6 mit der Kombinationsbehandlung
aus IL-6 und Inositol-C2-PAF verglichen, so zeigte sich beim Mittelwertvergleich in
insgesamt drei Versuchen ebenfalls kein signifikantes Ergebnis (p = 0,28;
Mittelwertunterschied (2-22€%) von 1 zu 0,78; Abbildung 9A).

Nach einer Inkubation Uber 48 Stunden bewirkte die Kombinationsbehandlung mit IL-
6 und Inositol-C2-PAF im Mittelwertvergleich von sechs Versuchen zur alleinigen
Behandlung mit IL-6 eine signifikante Reduktion der STAT3-mRNA-Expression (p =
0,01; Mittelwertunterschied (2-24°t) von 1 zu 0,66; Abbildung 9B).
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Abbildung 8: Der Einfluss von Interleukin-6 und Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von STAT3.

HaCaT-Zellen wurden fir 24 (A) und 48 (B) Stunden mit oder ohne Interleukin-6 (IL-6) und Inositol-C2-
PAF (InoPAF) inkubiert. mMRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR mit
spezifischen Primern fur STAT3 wurde durchgefiihrt. Es wurde auf GAPDH normalisiert. Zur
statistischen Auswertung wurden die linearisierten Ct-Werte mittels des t-Tests fur verbundene
Stichproben analysiert.

Oberhalb: Abgebildet sind die durch die 2-44¢-Methode gewonnen Mittelwerte aus drei (24 Stunden,
linke Spalte) bzw. sechs (48 Stunden, rechte Spalte) Versuchen, normalisiert auf die Kontrolle.
Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05).
Unterhalb: Abgebildet sind die einzelnen linearisierten Ct-Werte. Ergebnisse eines Versuchs sind
verbunden.
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2011 publizierten Semini et al. ihre Versuche, bei denen sie HaCaT-Zellen Uber 24
Stunden mit verschiedenen APLs stimulierten, unter anderem Inositol-C2-PAF [194].
Anschliel3end wurde mittels eines Microarrays die Expression verschiedener Gene
analysiert. In einer weiteren Publikation aus dem Jahr 2014 wurden HaCaT-Zellen mit
einer Kombination aus mehreren Zytokinen (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a und OSM) und
Inositol-C2-PAF stimuliert und erneut ein Microarray zur Genexpressionsanalyse
durchgefuhrt [64]. Die Rohdaten wurden freundlicherweise zur Analyse zur Verfligung
gestellt.

Bei der Auswertung beider Versuche zeigte sich eine Inhibition der Expression von
STAT3 nach Inkubation mit Inositol-C2-PAF (Abbildung 9A). Die Inkubation mit
kombinierten Zytokinen fihrte zu einer gesteigerten Expression. Inositol-C2-PAF
reduzierte auch nach dieser Zytokinstimulation die Expression von STAT3 (Abbildung
9B).

(A) Semini et al., 2011 (B) Semini et al., 2014
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Abbildung 9: Der Einfluss von Zytokinen und Inositol-C2-PAF auf STAT3, Auswertung von Primérdaten
von Semini et al.

HaCaT-Zellen wurden fur 24 Stunden mit oder ohne eine Zytokinmischung (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a

und OSM) und Inositol-C2-PAF (InoPAF) inkubiert. Die Expression von STAT3 wurde mittels Microarray

guantifiziert. Angegeben ist die Anzahl der biologischen Replikate (n) und dargestellt sind deren

Mittelwerte mit Standardabweichung. Jedes biologische Replikat entspricht 12 (A) bzw. 10 (B)

technischen Replikaten. Primardaten der folgenden Publikationen wurden ausgewertet:

(A) Semini G, Klein A, Danker K. Impact of alkylphospholipids on the gene expression profile of HaCaT
cells. Pharmacogenet Genomics. 2011; 21(7):375-387. doi: 10.1097/FPC.0b013e32834549h9

(B) Semini G, Hildmann A, Klein A, et al. Inositol-C2-PAF down-regulates components of the antigen
presentation machinery in a 2D-model of epidermal inflammation. Biochem Pharmacol.
2014;87(3):477-488. doi:10.1016/j.bcp.2013.11.012.
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3.2. Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Phosphorylierung
von STAT3 an Tyr705

3.2.1. Analyse der Proteinexpression und der Phosphorylierung nach
Kurzzeitstimulation durch Interleukin-6

Um zu uberprifen, ob Inositol-C2-PAF einen Einfluss auf die Phosphorylierung von
STAT3 hat und somit die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors beeinflusst, wurden
HaCaT-Zellen fur eine Stunde mit oder ohne Inositol-C2-PAF inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fir 30 Minuten mit oder ohne IL-6 und Inositol-C2-PAF inkubiert.
Immunoblots mit spezifischen Antikorpern gegen pSTAT3™% und gegen B-Aktin
wurden durchgefiihrt. Die optische Dichte wurde quantifiziert und die Werte fur
PSTAT3™7% auf B-Aktin und auf STAT3 normalisiert. Abgebildet sind die Mittelwerte
aus drei Versuchen. Es wurde jeweils auf die Vergleichsgruppe normalisiert und die
Mittelwerte mit Hilfe des Einstichproben-t-Tests analysiert.

Nach 30-minutiger Inkubation mit IL-6 zeigte sich beim Mittelwertvergleich mit der
Kontrolle in insgesamt drei Versuchen eine signifikante Zunahme der
Phosphorylierung von STAT3 an Tyr705 um mehr als das 90-fache (p = 0,01;
Mittelwertunterschied von 1 zu 91,8; Abbildung 11).

Erfolgte eine einstindige Vorinkubation mit Inositol-C2-PAF und eine kombinierte
Inkubation mit Inositol-C2-PAF und IL-6, wurde die Phosphorylierung im
Mittelwertvergleich zur alleinigen Inkubation mit IL-6 in insgesamt drei Versuchen sehr
signifikant auf ein Funftel reduziert (p = 0,0035; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,2;
Abbildung 11).
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Abbildung 10: Der Einfluss von Interleukin-6
und Inositol-C2-PAF auf pSTAT3™705 aquf
Proteinebene nach 30 Minuten.

HaCaT-Zellen wurden fur eine Stunde mit (+)
oder ohne (-) Inositol-C2-PAF (InoPAF)
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fur 30
Minuten mit oder ohne Interleukin-6 (IL-6) und
Inositol-C2-PAF inkubiert. Immunoblots mit
spezifischen Antikorpern gegen pSTAT3™705
STATS3 und B-Aktin wurden durchgefinhrt.

(A) Abgebildet ist ein représentativer Western
Blot aus n = 3.

(B) Die optische Dichte der Signale der Western
Blots wurde quantifiziert und die Werte fir
pSTAT3™705  auf B-Aktin  und STAT3
normalisiert. Oberhalb: Abgebildet sind die
Mittelwerte aus sechs Versuchen, normalisiert
auf die Kontrolle. Zur statistischen Auswertung
wurde jeweils auf die Vergleichsgruppe
normalisiert und die Mittelwerte mit Hilfe des
Einstichproben-t-Tests analysiert. Signifikante
Ergebnisse wurden entsprechend
gekennzeichnet (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).
Unterhalb: Abgebildet sind die einzelnen
Ergebnisse normalisiert auf die Kontrolle.
Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.
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3.2.2. Analyse der Proteinexpression und der Phosphorylierung nach
Langzeitstimulation durch Interleukin-6

Um zu ermitteln, ob der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Phosphorylierung tber
einen langeren Zeitraum persistiert, wurden HaCaT-Zellen fir 24 und 48 Stunden mit
wechselnden Kombinationen aus Inositol-C2-PAF und Interleukin-6 inkubiert.
Immunoblots mit spezifischen Antikérpern gegen pSTAT3™7%5 STAT3 und B-Aktin
wurden durchgefuhrt. Die optische Dichte der Signale der Western Blots wurde
quantifiziert und die Werte fir pSTAT3™7% auf B-Aktin und dann auf STAT3
normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurde auf die jeweilige Vergleichsgruppe
normalisiert und die Ergebnisse mittels des Einstichproben-t-Tests analysiert.

Nach Inkubation mit Inositol-C2-PAF fur 24 und 48 Stunden zeigte sich zu beiden
Zeitpunkten im Mittelwertvergleich zur Kontrolle eine hochsignifikante Reduktion der
Phosphorylierung von STAT3 an Tyr705 in jeweils funf Versuchen (24 Stunden: p <
0,0001; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,25; Abbildung 11B; 48 Stunden: p = 0,004;
Mittelwertunterschied von 1 zu 0,27; Abbildung 11C).

Im Vergleich zur Kontrolle fuhrte die Stimulation mit IL-6 nach 24 und 48 Stunden im
Mittelwertvergleich in jeweils funf Versuchen zu einer signifikanten, fast 4-fachen
Steigerung der Phosphorylierung von STAT3 an Tyr705 (24 Stunden: p = 0,03;
Mittelwertunterschied von 1 zu 3,8; Abbildung 11B; 48 Stunden: p = 0,04;
Mittelwertunterschied von 1 zu 3,8; Abbildung 11C).

Die durch IL-6 induzierte Phosphorylierung konnte durch gleichzeitige Inkubation mit
Inositol-C2-PAF Uber 24 und 48h in jeweils finf Versuchen signifikant reduziert werden
(24 Stunden: p = 0,048; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,6; Abbildung 11B; 48
Stunden: p = 0,004; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,4; Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Der Einfluss von Interleukin-6 und Inositol-C2-PAF auf pSTAT3™7% auf Proteinebene.

HaCaT-Zellen wurden fiir 24 (A) und 48 (B) Stunden mit (+) oder ohne (-) Interleukin-6 (IL-6) bzw.
Inositol-C2-PAF (InoPAF) inkubiert. Immunoblots mit spezifischen Antikdrpern gegen pSTAT3™705,
STAT3 und B-Aktin wurden durchgefihrt.

(A): Abgebildet ist ein reprasentativer Western Blot aus n = 5.

(B) und (C) Die optische Dichte der Signale der Western Blots wurde quantifiziert und die Werte fur
PSTAT3™70 auf B-Aktin und STAT3 normalisiert. Oberhalb: Abgebildet sind die Mittelwerte aus sechs
Versuchen, normalisiert auf die Kontrolle. Zur statistischen Auswertung wurde jeweils auf die
Vergleichsgruppe normalisiert und die Mittelwerte mit Hilfe des Einstichproben-t-Tests analysiert.
Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; ** =p <
0,001). Unterhalb: Abgebildet sind die einzelnen Ergebnisse normalisiert auf die Kontrolle. Ergebnisse
eines Versuchs sind verbunden.
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3.2.3. Untersuchung der beobachteten Einflisse auf STAT3-Expression
und -Phosphorylierung in Anwesenheit weiterer I6slicher
Mediatoren

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Einfluisse von Inositol-C2-PAF auf die
Proteinexpression und Phosphorylierung von STAT3 auf einer gezielten Beeinflussung
des IL-6-Signalwegs beruht, wurden die oben gezeigten Versuche mit Kurz- und
Langzeitstimulation durch weitere l6sliche Mediatoren wiederholt.

HaCaT-Zellen wurden zunéchst fur eine Stunde mit oder ohne Inositol-C2-PAF
inkubiert. AnschlieRend wurden sie fir 15, 30 und 60 Minuten mit wechselnden
Kombinationen aus Inositol-C2-PAF und OSM oder EGF inkubiert. Immunoblots mit
spezifischen Antikdrpern gegen STAT3 und pSTAT3™% wurden durchgefihrt.

Nach einer Inkubation OSM oder EGF zeigte sich nach 15 und nach 30 Minuten eine
Stimulation der Phosphorylierung von STAT3 an Tyr705 durch beide untersuchten
Zytokine. Wurde zusatzlich mit Inositol-C2-PAF inkubiert, war eine Reduzierung der

Phosphorylierung zu erkennen (Abbildung 12).

0 15 30° 60
Inositol-C2-PAF - + - + - + - +
pSTAT3TyI’705 C —
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STAT3 . — ——— | — - —
pSTAT3Tyr705 » - o 0 oo
EGF : _

Abbildung 12: Der Einfluss von verschiedenen Zytokinen und Inositol-C2-PAF auf pSTAT3Tyr705 im
Vergleich zu STAT3 auf Proteinebene nach kurzer Stimulation.

HaCaT-Zellen wurden fiir eine Stunde mit Inositol-C2-PAF inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen
fur 0, 15, 30 oder 60 Minuten mit Oncostatin M (OSM) oder Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF)
jeweils mit (+) oder ohne (-) Inositol-C2-PAF inkubiert. Immunoblots mit Antikérpern gegen pSTAT3™y705
und STAT3 wurde durchgefihrt. Diese Versuche wurden zweimal durchgefuhrt, abgebildet ist jeweils
ein reprasentativer Western Blot.
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Vergleichbare Ergebnisse wurden auch nach der Langzeitinkubation mit OSM und
EGF beobachtet. HaCaT-Zellen wurden fiir 24 und 48 Stunden mit wechselnden
Kombinationen aus Inositol-C2-PAF und OSM oder EGF inkubiert. Immunoblots mit
spezifischen Antikorpern gegen STAT3 und pSTAT3™% wurden durchgefihrt.

Nach 48 Stunden flhrten beide untersuchten Zytokine zu einer gesteigerten
Phosphorylierung von STAT3 an Tyr705. Inositol-C2-PAF konnte die

Phosphorylierung nach Stimulation mit beiden untersuchten Zytokinen reduzieren
(Abbildung 13).

24h 48h

Inositol-C2-PAF - + - + - + - +

Zytokin - - + + - -
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Abbildung 13: Der Einfluss von verschiedenen Oncostatin M, Epidermalem Wachstumsfaktor und
Inositol-C2-PAF auf die Phosphorylierung von STAT3 an Tyr705.

HaCaT-Zellen wurden fir 24 und/oder 48 Stunden mit (+) oder ohne (-) Oncostatin M (OSM) oder
Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) und mit oder ohne Inositol-C2-PAF inkubiert. Ein Immunoblot mit
spezifischen Antikérpern gegen pSTAT3™70%5 und STAT3 wurde durchgefihrt. Diese Versuche wurden
zweimal durchgefihrt, abgebildet ist jeweils ein reprasentativer Western Blot.
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3.3. Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die intrazellulare
Lokalisation von STAT3 und pSTAT3

Um zu untersuchen, ob der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Phosphorylierung von
STAT3 eine veranderte nukleare Lokalisation zur Folge hat, wurde mittels
Immunfluoreszenz die intrazellulare Lokalisation von STAT3 und pSTAT3™705
verfolgt. Fur diese Versuche wurde zur Stimulation OSM verwendet, da dieses Zytokin
in den oben gezeigten Versuchen bei gleicher Konzentration eine starkere Stimulation
der Phosphorylierung von STAT3 an Tyr705 als IL-6 zeigte.

HaCaT-Zellen wurden fir eine Stunde mit oder ohne Inositol-C2-PAF vorinkubiert.
Anschliel3end wurden sie fur 15 Minuten mit Medium ohne weitere Zugabe, mit OSM
oder mit einer Kombination aus OSM und Inositol-C2-PAF stimuliert. Spezifische
Antikdrper und sekundére Fluoreszenzantikdrper wurden verwendet, um STAT3 (rot),
PSTAT3™% (griin) und A-T-reiche Abschnitte der DNA (blau) darzustellen.

Ohne Stimulus war STAT3 im Zytoplasma sichtbar, zeigte aber in den Zellkernen keine
deutliche Anreicherung. Nach Stimulation nahm sowohl die Konzentration von STAT3
als auch von pSTAT3™7% im Zellkern deutlich zu. Unter der Behandlung mit OSM in
Kombination mit Inositol-C2-PAF sah man nur eine leichte Anreicherung im Zellkern
(Abbildung 14).

In einem weiteren Versuchsaufbau wurde die Wirkung von Inositol-C2-PAF mit STA-
21 verglichen, fur welches bereits nachgewiesen ist, dass es die nukleare Lokalisation
von STATS3 inhibiert. HaCaT-Zellen wurden fur eine Stunde mit Dimethylsulfoxid
(DMSO), Inositol-C2-PAF oder STA-21 inkubiert. Danach wurden sie fur 15 Minuten
mit oder ohne OSM. Mittels Fluoreszenzantikorpern wurden STAT3 und A-T-reiche
Abschnitte der DNA (nicht dargestellt) sichtbar gemacht.

Nach Stimulation mit OSM und OSM in Kombination mit DMSO kommt es zu einer
Anreicherung von STAT im Zellkern. Sowohl Inositol-C2-PAF als auch STA-21
reduzieren die nukledre Lokalisation. Dabei ist nach der Stimulation mit Inositol-C2-
PAF kaum noch nuklear lokalisiertes STAT3 erkennbar (Abbildung 15).
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Keine Stimulation OSM + Inositol-C2-PAF

STAT3
(GAR594)

PSTAT3Ty0s
(GAR480)

A-T-reiche Abschnitte
der DNA (DAPI)

Abbildung 14: Der Einfluss von verschiedenen Zytokinen und Inositol-C2-PAF auf die intrazellulére
Lokalisation von STAT3 und pSTAT3Ty705,

HaCaT-Zellen wurden fur eine Stunde mit oder ohne Inositol-C2-PAF vorinkubiert. Anschlie3end
wurden sie fir 15 Minuten ohne weitere Zugabe, mit OSM oder mit einer Kombination aus OSM und
Inositol-C2-PAF stimuliert. Spezifische Fluoreszenzantikdrper wurden verwendet, um STAT3 (rot),
PSTAT3™7% (griin) und A-T-reiche Abschnitte der DNA (blau) darzustellen.
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OSM + InoPAF

OSM

OSM + DMSO OSM + STA-21

STA-21

Abbildung 15: Der Einfluss von Inhibitoren des STAT3-Pathways auf die intrazellulare Lokalisation
von STATS3.

HaCaT-Zellen wurden fir eine Stunde mit Dimethylsulfoxid (DMSO), Inositol-C2-PAF (InoPAF) oder
STA-21 inkubiert. Danach wurden sie fur 15 Minuten mit Oncostatin M (OSM) oder mit Medium inkubiert.
Mittels spezifischer Fluoreszenzantikérper wurden STAT3 und A-T-reiche Abschnitte der DNA (nicht
dargestellt) sichtbar gemacht.
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3.4. Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Expression
STAT3-abhangiger Gene

Durch die folgende Versuchsreihe wurde untersuchte, ob aus der Beeinflussung der
ersten Schritte der Aktivierung von STAT3, namlich der Phosphorylierung und der
nuklearen Lokalisation, ebenfalls eine differentielle Genexpression resultiert. Dazu
wurden HaCaT-Zellen fur 24 oder 48 Stunden in An- oder Abwesenheit von Inositol-
C2-PAF inkubiert. mRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR
mit spezifischen Primern fur die STAT3-abhangigen Gene BIRC5/Survivin, S100A7,
CCND1 und IL-6 sowie mit spezifischen Primern fir GAPDH durchgefuhrt. Die
Ergebnisse wurden auf GAPDH normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurde
jeweils auf die Vergleichsgruppe normalisiert und die linearisierten CT-Werte mittels
des t-Tests fur verbundene Stichproben analysiert.

Durch Behandlung mit Inositol-C2-PAF zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine
deutliche Reduktion der Expression von BIRC5/Survivin, S100A7, CCND1 und IL-6.

Nach 24 und 48 Stunden Inkubation mit Inositol-C2-PAF wurde eine signifikante
Reduktion der Genexpression von BIRC5/Survivin beobachtet (24 Stunden: drei
Versuche; p = 0,01; Mittelwertunterschied (222€T) von 1 zu 0,28; Abbildung 16A; 48
Stunden: vier Versuche; p = 0,0004; Mittelwertunterschied (222¢T) von 1 zu 0,1;

Abbildung 16B).

Nach 48 Stunden Inkubation mit Inositol-C2-PAF zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle
in insgesamt jeweils drei Versuchen eine signifikante Reduktion der Genexpression
von S100A7 (p = 0,015; Mittelwertunterschied (222€T) von 1 zu 0,2; Abbildung 17A)
und CCND1 (p = 0,018; Mittelwertunterschied (222¢T) von 1 zu 0,62; Abbildung 17B).
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Abbildung 16: Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von BIRCS.

HaCaT-Zellen wurden fir 24 (A) und 48 (B) Stunden mit oder ohne Inositol-C2-PAF inkubiert. mMRNA
wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR mit spezifischen Primern fur BIRC5/Survivin
durchgefihrt. Es wurde auf GAPDH und auf die Kontrolle normalisiert. Zur statistischen Auswertung
wurden die linearisierten Ct-Werte mittels des t-Tests fir verbundene Stichprobe analysiert.

Oberhalb: Abgebildet sind die durch die 2-44%-Methode gewonnen Mittelwerte aus drei (24 Stunden,
linke Spalte) bzw. vier (48 Stunden, rechte Spalte) Versuchen. Signifikante Ergebnisse wurden
entsprechend gekennzeichnet (* = p < 0,05; *** = p < 0,001). Unterhalb: Abgebildet sind die einzelnen
linearisierten Ct-Werte. Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.
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(A) S100A7, 48 Stunden (B) CCND1, 48 Stunden
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Abbildung 17: Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von S100A7 und CCND1.

HaCaT-Zellen wurden fur 48 Stunden mit oder ohne Inositol-C2-PAF inkubiert. mRNA wurde isoliert, in
cDNA umgeschrieben und eine qRT-PCR mit Primern fir S100A7 (A) oder CCND1 (B) durchgefihrt.
Es wurde auf GAPDH und auf die Kontrolle normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurden die
linearisierten Ct-Werte mittels des t-Tests fur verbundene Stichprobe analysiert.

Oberhalb: Abgebildet sind die durch die 244¢-Methode gewonnen Mittelwerte aus jeweils drei
Versuchen. Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet (* = p < 0,05). Unterhalb:
Abgebildet sind die einzelnen linearisierten Ct-Werte. Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.
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Der Einfluss einer Stimulation mit Inositol-C2-PAF Uber 48 Stunden auf die
Genexpression von IL-6 wurde dargestellt, um eine disruptive Wirkung auf ein
positiv-selbstverstarkendes Zytokinsignal im psoriatischen Hautmilieu zu

untersuchen.

Es zeigte sich im Mittelwertvergleich von der Kontrolle zur Stimulation mit Inositol-C2-
PAF in insgesamt vier Versuchen eine signifikante Reduktion der Genexpression von
IL-6 (p = 0,014; Mittelwertunterschied (222€T) von 1 zu 0,24; Abbildung 18).

AulRerdem wurden bislang nicht publizierte Versuche der AG Danker, Institut fir
Biochemie, Charité - Universtitatsmedizin Berlin ausgewertet. In diesen Versuchen
wurden HaCaT-Zellen fur 24 Stunden in An- und Abwesenheit eines Zytokinmix,
bestehend aus IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a und OSM, und Inositol-C2-PAF inkubiert.
Auch hier wurde mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine qRT-PCR mit
spezifischen Primern fur Interleukin-6 sowie GAPDH durchgefiihrt. Die Ergebnisse
fur Interleukin-6 wurden auf GAPDH normalisiert.

Es zeigte sich eine Stimulation der Genexpression von IL-6 durch die Zytokine. Durch
die gleichzeitige Inkubation mit Inositol-C2-PAF wurde die Expression auf das Niveau
der Kontrolle reduziert (Abbildung 19A)

Zusatzlich wurden die Primardaten der Stimulationsversuche von Semini et al.
ausgewertet [64], bei denen in einem ahnlichen Aufbau mit einer Microarray-Analyse
die Expression einer Vielzahl von Genen untersucht wurde. Auch bei diesen
Versuchen stimulierten die verwendeten Zytokine (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a und
OSM) die Genexpression von IL-6 in HaCaT-Zellen, wahrend bei einer Inkubation mit
Inositol-C2-PAF die Expression inhibiert wurde (Abbildung 19B).
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Interleukin-6, 48 Stunden
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Abbildung 18: Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von Interleukin-6.

HaCaT-Zellen wurden 48 Stunden mit oder ohne Inositol-C2-PAF (InoPAF) inkubiert. mMRNA wurde isoliert,
in cDNA umgeschrieben und eine gqRT-PCR mit Primern fur Interleukin-6 durchgefthrt. Es wurden auf
GAPD und die Kontrolle normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurden die linearisierten Ct-Werte
mittels des T-Tests fur verbundene Stichprobe analysiert. Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend
gekennzeichnet (* = p < 0,05). Unterhalb abgebildet sind die linearisierten Cr-Werte der einzelnen
Versuche. Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.
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(A)  Auswertung von bisher nicht (B) Auswertung von Primérdaten von
publizierten Ergebnissen der AG Danker, Semini et al.

Institut fir Biochemie,

Charité - Universtitdtsmedizin Berlin
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Abbildung 19: Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von Interleukin-6: Untersuchungen

durch andere Wissenschaftler.

(A) Versuche durchgefuihrt von Mitgliedern der Arbeitsgruppe (AG) Danker, Institut fir Biochemie,
Charité - Universtitatsmedizin Berlin. Ergebnisse bisher nicht publiziert. HaCaT-Zellen wurden 24
Stunden mit oder ohne Zytokinmix (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a und OSM) und Inositol-C2-PAF (InoPAF)
inkubiert. MRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR mit Primern fur Interleukin-
6 (IL-6) durchgefuhrt. Es wurde auf GAPDH normalisiert und auf die Kontrolle normalisiert. Abgebildet
sind die Mittelwerte von drei Versuchen. Unterhalb abgebildet sind die linearisierten CT-Werte der
einzelnen Versuche. Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.

(B) HaCaT-Zellen wurden fir 24 Stunden mit oder ohne eine Zytokinmix (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a und
OSM) und Inositol-C2-PAF inkubiert. Die Expression von IL-6 wurde mittels Microarray quantifiziert.
Gezeigt sind die Mittelwerte der prozessierten Signale. Angegeben ist die Anzahl der biologischen
Replikate (n) und dargestellt ist deren Standardabweichung. Jedes biologische Replikat entspricht 10
technischen Replikaten. Primardaten der Publikation:

Semini G, Hildmann A, Klein A, et al. Inositol-C2-PAF down-regulates components of the antigen
presentation machinery in a 2D-model of epidermal inflammation. Biochem Pharmacol. 2014;87(3):477 -
488. doi:10.1016/j.bcp.2013.11.012
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Um die Wirkung von Inositol-C2-PAF auf die STAT3-abhangige Genexpression in
einem inflammatorischen Zytokinmilieu zu simulieren, wurden HaCaT-Zellen in An-
und Abwesenheit von IL-6 und/oder Inositol-C2-PAF inkubiert. mMRNA wurde isoliert,
in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR mit spezifischen Primern fir S100A7 oder
BIRC5/Survivin sowie GAPDH durchgefuhrt. Die Ergebnisse der spezifischen Primer
wurden auf GAPDH normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurden die

linearisierten CT-Werte mittels des t-Tests fur verbundene Stichprobe analysiert.

Bei der Untersuchung der Genexpression von S100A7 zeigte sich beim
Mittelwertvergleich von der Kontrolle zur Stimulation mit IL-6 in insgesamt drei
Versuchen kein signifikanter Unterschied (p = 0,3; Mittelwertunterschied (224€T) von 1
zu 1,39; Abbildung 20A).

Im Mittelwertvergleich der Stimulation mit IL-6 zur kombinierten Stimulation mit IL-6
und Inositol-C2-PAF zeigte sich in insgesamt drei Versuchen ebenfalls kein
signifikantes Ergebnis (p = 0,31; Mittelwertunterschied (222°T) von 1,39 zu 0,43;
Abbildung 20A).

Die Auswertung der Priméardaten der Microarray-Analysen von Semini et al. [64] zeigte

vergleichbare Tendenzen (Abbildung 20B).

Bei der Untersuchung der Genexpression von BIRC5/Survivin zeigte sich weder nach
24 noch nach 48 Stunden beim Mittelwertvergleich von der Kontrolle zur Stimulation
mit IL-6 ein signifikanter Unterschied (24 Stunden: drei Versuche; p = 0,1;
Mittelwertunterschied (224€T) von 1 zu 0,82; Abbildung 21A; 48 Stunden: vier
Versuche; p = 0,26; Mittelwertunterschied (222¢T) von 1 zu 0,85; Abbildung 21B).
Nach 24 und 48 Stunden zeigte sich im Vergleich der Stimulation mit IL-6 allein zur
kombinierten Stimulation mit IL-6 und Inositol-C2-PAF eine sehr signifikante Reduktion
der BIRC5/Survivin-Genexpression (24 Stunden: drei Versuche;, p = 0,004;
Mittelwertunterschied (222€T) von 1 zu 0,23; Abbildung 21A); 48 Stunden: vier
Versuche; p = 0,005; Mittelwertunterschied (2-22€T) von 1 zu 0,08; Abbildung 23B).
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(A) S100A7, 48 Stunden (B) S100A7, 24 Stunden
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Abbildung 20: Der Einfluss von Interleukin 6 und Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von
S100A7.

(A) HaCaT-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit oder ohne Interleukin 6 (IL-6) und Inositol-C2-PAF
inkubiert. mMRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR mit Primern fir S100A7
durchgefiihrt. Es wurde auf GAPDH und jeweils auf die Vergleichsgruppe normalisiert. Zur statistischen
Auswertung wurden die linearisierten Ct-Werte mittels des t-Tests fiir verbundene Stichprobe analysiert.
Oberhalb: Abgebildet sind die durch die 2-44¢-Methode gewonnen Mittelwerte aus drei Versuchen.
Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet (ns = nicht signifikant). Unterhalb:
Abgebildet sind die einzelnen linearisierten Ct-Werte. Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.

(B) Auswertung der Primérdaten von Semini G, Hildmann A, Klein A, et al. Inositol-C2-PAF down-
regulates components of the antigen presentation machinery in a 2D-model of epidermal inflammation.
Biochem Pharmacol. 2014;87(3):477-488. doi:10.1016/j.bcp.2013.11.012

HaCaT-Zellen wurden fur 24 Stunden mit oder ohne eine Zytokinmischung (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a
und OSM) und Inositol-C2-PAF (InoPAF) inkubiert. Die Expression von S100A7 wurde mittels
Microarray quantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte der prozessierten Signale. Angegeben ist die
Anzahl der biologischen Replikate (n) und dargestellt ist deren Standardabweichung. Jedes biologische
Replikat entspricht 10 technischen Replikaten.
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(A)  BIRCS, 24 Stunden (B)  BIRCS, 48 Stunden
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Abbildung 21: Der Einfluss von Interleukin-6 und Inositol-C2-PAF auf die Genexpression von BIRCS5.

HaCaT-Zellen wurden fir 24 (A) und 48 (B) Stunden mit Interleukin-6 (IL6) und mit oder ohne Inositol-
C2-PAF inkubiert. mMRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR mit spezifischen
Primern fur BIRC5/Survivin durchgefuhrt. Es wurde auf GAPDH und jeweils auf die Vergleichsgruppe
normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurden die linearisierten Ct-Werte mittels des t-Tests fur
verbundene Stichprobe analysiert.

Oberhalb: Abgebildet sind die durch die 2-44¢-Methode gewonnen Mittelwerte aus drei (24 Stunden,
linke Spalte) bzw. vier (48 Stunden, rechte Spalte) Versuchen. Signifikante Ergebnisse wurden
entsprechend gekennzeichnet (* = p < 0,05; *** = p < 0,001). Unterhalb: Abgebildet sind die einzelnen
linearisierten Ct-Werte. Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.
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3.5. Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf AKT

3.5.1. Der Einfluss auf AKT auf Proteinebene

In der folgenden Versuchsreihe wurde untersucht, ob Inositol-C2-PAF die Aktivierung
von AKT beeinflusst. HaCaT-Zellen wurden dazu fur 24 und 48 Stunden mit
wechselnden Kombinationen aus Inositol-C2-PAF und IL-6 inkubiert. Ein Immunoblot
mit spezifischen Antikorpern gegen AKT und B-Aktin wurde durchgefiihrt. Die optische
Dichte der Blots wurde quantifiziert und die Werte fir AKT auf -Aktin normalisiert und
zur statistischen Analyse auf die jeweilige Vergleichsgruppe normalisiert. Die
Ergebnisse wurden mittels des Einstichproben-t-Tests analysiert.

Eine Inkubation von HaCaT-Zellen mit IL-6 allein hatte im Vergleich zur Kontrolle
weder nach 24 noch nach 48 Stunden einen signifikanten Effekt auf die
Gesamtproteinmenge von AKT (24 Stunden: vier Versuche; p = 0,13;
Mittelwertunterschied von 1 zu 1,1; Abbildung 22B; 48 Stunden: 3 Versuche; p = 0,08;
Mittelwertunterschied von 1 zu 1,2; Abbildung 22C).

Inositol-C2-PAF reduzierte die AKT-Proteinexpression sowohl ohne als auch bei
gleichzeitiger Stimulation mit IL-6 nach 24 und 48 Stunden. Beim Vergleich der
Stimulation mit Inositol-C2-PAF zur Kontrolle zeigte sich eine signifikante Reduktion
der Proteinmenge von AKT nach 24 und 48 Stunden (24 Stunden: vier Versuche; p =
0,049; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,62; Abbildung 22B; 48 Stunden: drei Versuche,;
p = 0,012; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,54; Abbildung 22C).

Vergleicht man die Stimulation durch IL-6 allein mit der kombinierten Stimulation durch
IL-6 und Inositol-C2-PAF, so zeigte sich nach 24 und 48 Stunden eine signifikante
Reduktion der Proteinmenge von AKT (24 Stunden: vier Versuche; p = 0,019;
Mittelwertunterschied von 1 zu 0,59; Abbildung 22B; 48 Stunden: drei Versuche; p =
0,03; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,64; Abbildung 22C).
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Abbildung 22: Der Einfluss von Interleukin-6 und Inositol-C2-PAF auf AKT auf Proteinebene.

HaCaT-Zellen wurden fiir 24 (B) und 48 (C) Stunden mit oder ohne Interleukin-6 (IL-6) und Inositol-C2-
PAF (InoPAF) inkubiert. Ein Immunoblot mit Antikdrpern gegen AKT und -Aktin wurde durchgefihrt.
Die optische Dichte wurde quantifiziert und die Werte fir AKT auf B-Aktin normalisiert. Im Anschluss
wurden die Werte auf die Kontrolle normalisiert.

(A) Abgebildet ist ein reprasentativer Western Blot aus n = 3.

(B) und (C) Abgebildet sind die Mittelwerte aus vier (A) bzw. drei (B) Versuchen. Es wurde jeweils auf
die Vergleichsgruppe normalisiert und die Mittelwerte mittels Einstichproben-t-Tests analysiert.
Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05; ** =
p <0,01; ** = p < 0,001). Jeweils unterhalb abgebildet sind die einzelnen Ergebnisse normalisiert auf
die Kontrolle. Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.
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3.5.2. Der Einfluss auf die Phosphorylierung von AKT an Ser473 nach
Kurzzeitstimulation

Durch die folgenden Versuche wurde untersucht, ob Inositol-C2-PAF - ahnlich wie bei
STAT3 - die Aktivierung von AKT durch Phosphorylierung an Ser473 beeinflusst.
Dabei wurde zunachst beobachtet, was nach einer kurzzeitigen Stimulation mit
Inositol-C2-PAF geschieht.

HaCaT-Zellen wurden vor der Stimulation mit Zytokinen entweder mit oder ohne
Inositol-C2-PAF-haltigem Medium fir eine Stunde vorinkubiert. Im Anschluss wurden
sie fur 15, 30 und 60 Minuten mit wechselnden Kombinationen aus Inositol-C2-PAF
und IL-6, OSM oder EGF inkubiert. Immunoblots mit spezifischen Antikdrpern gegen
pAKTSe473 und AKT wurden durchgefihrt. Die optische Dichte wurde quantifiziert und
die Werte fur pAKTSe#73 auf AKT normalisiert.

Durch die Inkubation mit Inositol-C2-PAF zeigte sich zu allen Zeitpunkten eine

reduzierte Phosphorylierung von AKT an Ser473.

Zur statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse nach der Stimulation mit IL-6
Uber 30 Minuten untersucht. Die Ergebnisse wurden auf die jeweilige
Vergleichsgruppe normalisiert und mittels des Einstichproben-t-Tests analysiert.
Beim Mittelwertvergleich von der Kontrolle zur Stimulation mit IL-6 zeigte sich nach 30
Minuten in insgesamt vier Versuchen eine signifikante Steigerung der
Phosphorylierung von AKT an Ser473 (p = 0,037; Mittelwertunterschied von 1 zu 1,44;
Abbildung 23).

Beim Mittelwertvergleich von der alleinigen Stimulation mit IL-6 zur kombinierten
Stimulation mit IL-6 und Inositol-C2-PAF zeigte sich nach 30 Minuten in insgesamt vier
Versuchen eine signifikante Reduktion der Phosphorylierung (p = 0,01;
Mittelwertunterschied von 1 zu 0,43; Abbildung 23).
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Abbildung 23: Der Einfluss von Interleukin-6
und Inositol-C2-PAF auf pAKTSer473 auf
Proteinebene nach Kurzzeitstimulation.

HaCaT-Zellen wurden vor der Stimulation mit
Zytokinen entweder mit oder ohne Inositol-C2-
PAF (InoPAF)-haltigem Medium fir eine Stunde
vorinkubiert.. Im Anschluss wurden die Zellen
fur 30 Minuten mit oder ohne Interleukin-6 (IL-
6), Oncostatin M (OSM) oder Epithelial Growth
Factor (EGF) und Inositol-C2-PAF inkubiert.
Ein Immunoblot mit Antikbrpern gegen
pAKTSe73 und AKT wurde durchgefihrt.

(A) Abgebildet ist ein reprasentativer Western
Blot aus n = 4 fur die Stimulation mit IL-6 und
n = 2 jeweils fur die Stimulationen mit OSM und
EGF.

(B) Untersucht wurden die Ergebnisse der
Stimulation mit IL-6 fir 30 Minuten. Die optische
Dichte wurde quantifiziert und die Werte fiur
pAKTSe73 quf AKT normalisiert. Im Anschluss
wurden die Werte auf die Kontrolle normalisiert
und mit Hilfe des Einstichproben-t-Test
analysiert. Abgebildet sind die Mittelwerte aus
vier Versuchen. Signifikante Ergebnisse
wurden entsprechend gekennzeichnet (* = p <
0,05). Unterhalb abgebildet sind die einzelnen
Ergebnisse normalisiert auf die Kontrolle.
Ergebnisse eines Versuchs sind verbunden.
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3.5.3 Der Einfluss auf die Phosphorylierung von AKT an Ser473 nach
Langzeitstimulation

Ergebnisse dieses Versuchs wurden veroffentlicht in: Pelz, C., et al., Inositol-C2-PAF
acts as a biological response modifier and antagonizes cancer-relevant processes in
mammary carcinoma cells. Cell Oncol (Dordr), 2018. 41(5): p. 505-516 [196].

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob Inositol-C2-PAF die Aktivierung von
AKT durch Phosphorylierung an Ser473 nach einer Langzeitstimulation beeinflusst.
Dazu wurden HaCaT-Zellen fir 24 und 48 Stunden mit wechselnden Kombinationen
aus Inositol-C2-PAF und Interleukin-6 inkubiert. Ein Immunoblot mit spezifischen
Antikorpern gegen pAKTSe73 ynd B-Aktin wurde durchgefiihrt. Die optische Dichte
wurde quantifiziert und die Werte fiir pAKTSe473 gauf B-Aktin und auf AKT normalisiert.
Zur statistischen Auswertung wurde auf die jeweilige Vergleichsgruppe normalisiert
und zur Analyse der Einstichproben-t-Test verwendet.

Beim Mittelwertvergleich von der Kontrolle zur Stimulation mit Inositol-C2-PAF zeigte
sich nach 24 Stunden in insgesamt vier Versuchen eine signifikante Reduktion der
Phosphorylierung von AKT an Ser473 (p = 0,027; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,43;
Abbildung 24B). Ein vergleichbares Ergebnis zeigte sich nach 48 Stunden in
insgesamt drei Versuchen (p = 0,015; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,34; Abbildung
24C).

Beim Mittelwertvergleich von der Kontrolle zur Stimulation mit Interleukin-6 zeigte sich
nach 24 Stunden in insgesamt vier Versuchen im t-Test bei einer Stichprobe kein
signifikantes Ergebnis (p = 0,11; Mittelwertunterschied von 1 zu 1,3; Abbildung 24B).
Auch nach einer 48-stiindigen Stimulation zeigte sich kein signifikantes Ergebnis (p =
0,47; Mittelwertunterschied von 1 zu 1,1; Abbildung 24C).

Beim Mittelwertvergleich von der alleinigen Stimulation mit Interleukin-6 zur
kombinierten Stimulation mit Interleukin-6 und Inositol-C2-PAF zeigte sich nach 24
Stunden in insgesamt vier Versuchen im t-Test bei einer Stichprobe eine signifikante
Reduktion der Phosphorylierung von AKT an Ser473 (p = 0,02; Mittelwertunterschied
von 1 zu 0,51; Abbildung 24B). Auch nach 48 Stunden zeigte sich in insgesamt drei
Versuchen ein signifikantes Ergebnis (p = 0,025; Mittelwertunterschied von 1 zu 0,28;
Abbildung 24C).
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Abbildung 24: Der Einfluss von Interleukin-6 und Inositol-C2-PAF auf pAKTSer473 auf Proteinebene.

HaCaT-Zellen wurden fiir 24 (A) und 48 (B) Stunden mit oder ohne Interleukin-6 (IL-6) und Inositol-C2-
PAF (InoPAF) inkubiert. Ein Immunoblot mit Antikbrpern gegen pAKTSe73 und B-Aktin wurde
durchgefiihrt. Die optische Dichte wurde quantifiziert und die Werte flr pAKTSe73 quf B-Aktin
normalisiert. Im Anschluss wurden die Werte auf die Kontrolle normalisiert.

(A) Abgebildet ist ein reprasentativer Western Blot aus n = 3.

(B) und (C) Abgebildet sind die Mittelwerte aus vier (B) bzw. drei (C) Versuchen. Es wurde jeweils auf
die Vergleichsgruppe normalisiert und die Mittelwerte mittels des Einstichproben-t-Test analysiert.
Signifikante Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05).
Jeweils unterhalb abgebildet sind die einzelnen Ergebnisse normalisiert auf die Kontrolle. Ergebnisse
eines Versuchs sind verbunden.
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4. Diskussion

4.1. Alkylphospholipide als neuartige Therapie der Psoriasis

Alkylphospholipide (APLs) sind synthetische Derivate des Lyso-Plattchen-
aktivierenden Faktors (Lyso-PAF), die meist eine Substitution an der sn2-Position des
Glycerolriickgrats und der apolaren Kohlenstoffkette aufweisen. APLs sind Bestandteil
der Gruppe der Antitumorlipide und wurden zundchst zum Einsatz in der
Tumortherapie entwickelt. Inositol-C2-PAF, oft als Ino-C2-PAF oder InoPAF
abgekdrzt, ist ein Vertreter der Gruppe der APLs. Namensgebend ist die Substitution
an der sn2-Position mit dem Polyalkohol Inositol, der Uber eine C2-Gruppe mit dem
Glycerol verbunden ist. Die Synthese von Inostiol-C2-PAF wurde erstmals im Jahr
2006 beschrieben [190]. Bereits in der Erstbeschreibung wurde erkannt, dass der
Wirkstoff in Keratinozyten in nicht-toxischer Konzentration die Proliferation inhibiert
und gleichzeitig die Differenzierung induziert, sichtbar unter anderem durch eine
Aktivierung der Differenzierungskennzeichen Involucrin und Transglutaminase [190].
Wahrend Inositol-C2-PAF wie die meisten APLs mit dem Fokus auf seine anti-
tumorigenen Eigenschaften fur den potentiellen Einsatz in der Krebstherapie
untersucht wurde, zeigten Mikroarraystudien auch, dass Inositol-C2-PAF die
Expression von Genen beeinflusste, welche die angeborene und erworbene
Immunantwort regulieren [194]. Im Jahr 2014 etablierten Semini et al. ein in vitro-
Modell fur epidermale Entziindung und wiesen auch hier die entzindungshemmenden
Eigenschaften von Inositol-C2-PAF nach. Dabei wurde die epidermale Entziindung mit
einer Stimulation von HaCaT-Zellen durch eine Kombination von Zytokinen, bestehend
aus IL-1la, IL-17, IL-22, TNF-a und OSM, simuliert. Als Kontrollzeichen der
entzundlichen Veranderung innerhalb der Keratinozyten wurden die antimikrobiellen
Peptide S100A7, S100A8 und S100A9 verwendet, deren Expression bei
inflammatorischen Stimuli gesteigert wird und die bei der Psoriasis in Keratinozyten in
erhohter Konzentration vorliegen. Es wurde gezeigt, dass Inositol-C2-PAF die
Expression von MHC Klasse | und Il sowie CIITA, welches die Expression der MHC-
Molekule reguliert, sowohl auf transkriptioneller als auch auf translationaler Ebene
beeinflusst [64].
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Diese Erkenntnisse in in vitro-Modellen wurden durch Versuche mit in vivo-Modellen
erganzt. Transgene K5.hTGFB1-Mause und Mause mit einer JunB/c-Jun-Defizienz
zeigen beide einen Hautph&notyp, der der Psoriasis beim Mensch &hnlich ist [59, 61].
In beiden Modellen zeigte sich unter der Therapie mit Inositol-C2-PAF eine deutliche
Besserung des Phéanotyps. Im Detail konnte eine Reduzierung der epidermalen
Akanthose, des entziindlichen Hautinfiltrats und der gesteigerten Vaskularisierung
sowie die Verbesserung in einem Punktsystem bestehend aus Erythem, Schuppung,
Alopezie, Grol3e des betroffenen Areals und Kérpergewicht erreicht werden. Es konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF die Rekrutierung von Leukozyten in
entzindlich verandertes Gewebe reduziert [3]. Dies bestatigte das Potential des
Wirkstoffs zur Behandlung inflammatorischer Erkrankungen der Haut, wie zum
Beispiel der Psoriasis.

Die Psoriasis ist eine Erkrankung, die verschiedene Organsysteme betreffen kann und
zumeist mit typischen Hautlasionen einhergeht. Sie geht bei hoher Pravalenz mit
einem hohen Leidensdruck fur die Betroffenen, einer hohen Komorbiditat sowie mit
hohen Kosten einher (siehe Kapitel 1.1.2). Eine Heilung der Krankheit ist bis heute
nicht moglich. Obwohl zahlreiche Behandlungsmaoglichkeiten existieren (siehe Kapitel
1.1.5), ist in der Leitlinie zur Therapie der Psoriasis (Stand 2017) zu lesen, dass ,die
aktuelle Versorgung der Patienten [...] zu einer geringen Zufriedenheit der Patienten
mit ihren Therapien® fuhre. Weitere Wirkstoffe, insbesondere aus dem Bereich der
Biologicals, befinden sich in der Entwicklung (siehe Kapitel 1.1.5.2). Viele dieser
Wirkstoffe wurden gezielt entwickelt, um die Aktivitat immunkompetenter Zellen zu
hemmen. In der Pathogenese der Psoriasis interagieren eine grof3e Anzahl an
Zelltypen in der Dermis und Epidermis. Zahlreiche Publikationen beleuchten
insbesondere die Rolle von dendritischen Zellen und verschiedenen Subpopulationen
von T-Zellen in der Entstehung und Aufrechterhaltung psoriatischer Lasionen (siehe
Kapitel 1.1.3). Bereits zu Beginn der 1990er Jahre riickten Keratinozyten nicht nur als
Effektoren in der Entstehung der Psoriasis, sondern auch als Initiatoren einer
pathologischen Immunreaktion in den Vordergrund [197]. An der proinflammatorischen
Aktivitdt von Keratinozyten sind zahlreiche intrazellulare Signalwege beteiligt.
Allerdings stehen nur wenige davon in einer Schlisselposition innerhalb der
komplexen Signalkaskaden. Einer dieser Schlisselwege ist der JAK-STAT-Signalweg.
Eine Inhibition dieses Signalwegs wurde von Autoren bereits explizit flr eine Therapie

der Psoriasis vorgeschlagen [198].
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4.2. Inositol-C2-PAF reduziert die Gesamtmenge an STAT3 in

Keratinozyten

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) ist ein intrazellulares
Signalmolekul. Werden verschiedene Rezeptoren durch Zytokine oder
Wachstumsfaktoren aktiviert, so kommt es — vermittelt durch verschiedene Kinasen,
wie zum Beispiel die Januskinasen (JAKs) — zu einer Phosphorylierung von STAT3 an
der Tyrosinseitenkette an Position 705 (Tyr705). Eine Phosphorylierung von STAT3-
Monomeren fuhrt zu deren Dimerisierung und Translokation in den Zellkern (siehe
Abbildung 3). Dort beeinflusst STAT3 als Transkriptionsfaktor die Expression
zahlreicher Gene, insbesondere solcher, die an Entziindung und Immunantwort
beteiligt sind [153]. In einer Vielzahl pathologischer Prozesse wurde eine abnormale
Aktivitat von STAT3 beobachtet. Auch in der Pathogenese der Psoriasis spielt es auf
mehreren Ebenen eine wichtige Rolle [60, 158, 161]. Als logische Konsequenz wurden
bereits erste Inhibitoren des STAT3-Signalwegs als potentielle Therapie fur Psoriasis
getestet [199, 200].

Die spontane Pathogenese der Psoriasis ist auf Menschen beschrankt. Um ein
proinflammatorisches Milieu der Haut zu simulieren, wurden in der vorliegenden Arbeit
in einem in vitro-Modell HaCaT-Zellen (siehe Kapitel 1.1.4) mit Zytokinen inkubiert.
Anhand mehrerer Publikationen wurde ein 7-Schritt-Modell der Aufrechterhaltung der
Entzindung in epidermalen Lasionen erstellt (siehe Kapitel 1.1.3). In diesem Modell
steht die Stimulation durch und eine positiv-selbstverstarkende Reaktion mit IL-6 im
Mittelpunkt. Eine direkte Verbindung von IL-6, STAT3 und der Pathogenese von
Psoriasis in Keratinozyten wird angenommen [121-124, 201]. Daher wurde fiir das in
vitro-Modell der meisten Versuche in dieser Arbeit die Stimulation mit IL-6 gewahlt.

In einem ersten Versuchsaufbau wurde die Wirkung von Inositol-C2-PAF auf die
Proteinmenge und Genexpression von STAT3 in Keratinozyten untersucht. Dazu
wurden HaCaT-Zellen fur 24 und 48 Stunden mit oder ohne Inositol-C2-PAF und IL-6
behandelt. Dabei zeigte sich sowohl bei der alleinigen Inkubation mit Inositol-C2-PAF
als auch bei der kombinierten Inkubation mit IL-6 zu beiden Zeitpunkten eine

signifikante Reduktion der im Western Blot bestimmten intrazellularen Proteinmenge
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an STAT3 und der mittels gRT-PCR gemessenen mRNA-Menge von STAT3 auf ca.
60 — 70%.

In den Jahren 2011 und 2014 publizierten Semini et al. Stimulationsversuche mit
einem Zytokinmix (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a und OSM) und Inositol-C2-PAF in
HaCaT-Zellen [64, 194]. Eine Auswertung der Primardaten der Microarrays ergab fir
die Wirkung des Alkylphospholipids vergleichbare Ergebnisse. In einer weiteren
Publikation zeigte die Forschungsgruppe, dass Inositol-C2-PAF bei HaCaT- und
Plattenepithelkarzinom-Zellen die Anheftung an die Extrazellularmatrix verstarkt und
die Motilitat der Zellen reduziert [193], wobei diese Effekte mit einer Inhibition des
FAK/Src-Signalwegs erklart wurden. Auch wenn die Interaktionen zwischen dem FAK-
und dem STAT3-Signalweg fir Keratinozyten noch nicht abschlie3end aufgeklart sind,
gibt es fur andere Zelltypen deutliche Hinweise auf Uberschneidungen. Zum Beispiel
wurde in Ovarialkarzinomzellen durch Immunprazipitation eine Komplexbildung aus
STAT3 und FAK nachgewiesen [202].

2016 publizierten Palombo et al. eine Studie zur Wirksamkeit des Flavons Luteolin-7-

Glucosid als potentieller Inhibitor des STAT3-Signalwegs in Keratinozyten [200]. Obwohl

dies nicht im Fokus der Publikation steht, ist aus den gezeigten Abbildungen doch klar

ersichtlich, dass bei den durchgefiihrten Experimenten die Stimulation mit IL-6 ebenfalls

zu einer Steigerung der Expression von STATS3 fuhrt. Luteolin-7-Glucosid beeinflusst die

Translokation von STAT3 in den Zellkern und wirkt dieser Expressionssteigerung —

ahnlich wie Inositol-C2-PAF — entgegen. In der Publikation konnte ebenfalls gezeigt

werden, dass das Flavon eine Akanthose reduzieren und die Expression von

epidermalen Differentierungsmarkern fordern kann — ebenjene Eigenschaften, die in

vorherigen Publikationen fur Inositol-C2-PAF bewiesen wurden [3, 190].
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4.3. Inositol-C2-PAF reduziert die Phosphorylierung von STAT3

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Inositol-C2-PAF die Gesamtmenge an STAT3 in Keratinozyten reduziert. Wird STAT3 an
der Tyrosinseitenkette in Position 705 phosphoryliert, fihrt dies zu einer Aktivierung. Das
Protein dimerisiert in phosphorylierter Form, wird nachgeschaltet in den Zellkern
transloziert und beeinflusst dort die Genexpression. In einer weiteren Versuchsreihe
wurden die Auswirkungen von Inositol-C2-PAF auf die Aktivierung von STAT3

untersucht.

Vorversuche zeigten, dass Effekte von Inositol-C2-PAF in HaCaT-Zellen erst nach einer
Inkubationszeit von ca. 60 Minuten auftraten. In Untersuchungen zur Dynamik des IL-6-
STAT3-Signalwegs konnte gezeigt werden, dass die starkste Aktivierung von STAT3
infolge eines IL-6-Signals in dendritischen Zellen nach ca. 20 Minuten erfolgt [203].

Daher wurden fur die nachsten Versuche HaCaT-Zellen fur eine Stunde mit oder ohne
Inositol-C2-PAF vorinkubiert und anschlie3end fur 15, 30 und 60 Minuten mit oder ohne
Inositol-C2-PAF und IL-6 behandelt. Mittels Western Blot wurde das Signal von
PSTAT3™7% mit dem Signal von STAT3 ins Verhaltnis gesetzt. Nach der Inkubation mit
Interleukin-6 zeigte sich nach 30 Minuten ein signifikanter Anstieg der Aktivierung von
STAT3 um ca. das 90-fache. Diese Aktivierung konnte durch Ko-Inkubation mit Inositol-

C2-PAF signifikant auf ca. ein Funftel reduziert werden.

Es wurde gezeigt, dass die Konzentration von IL-6 in menschlichem Serum bei einer
Inkubationstemperatur von 40°C erst nach 21 Tagen abfiel [204]. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass IL-6 gegen spontane Degradierung resistent ist. Um eine
langfristige Stimulation mit dem Zytokin zu simulieren, wurden dem Medium in einem
weiteren Versuchsaufbau Kombinationen aus IL-6 mit oder ohne Inositol-C2-PAF
hinzugegeben. Nach 24 und 48 Stunden wurde mittels Western Blot die resultierende
Phosphorylierung von STAT3 quantifiziert und auf die Gesamtmenge von STAT3
normalisiert. Die Ergebnisse zu beiden Zeitpunkten zeigten im Mittelwert eine auffallige
Ahnlichkeit in allen Bedingungen, was fiir die Etablierung eines stabilen Zustands spricht.
Es konnte mit hoher Signifikanz gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF die
Phosphorylierung von STAT3 uber 24 und 48 Stunden hinweg auf ca. 25% des
Kontrollniveaus reduziert. Ebenfalls zu beiden Zeitpunkten zeigte sich durch die
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Stimulation mit IL-6 allein eine signifikante Erh6hung der Phosphorylierung auf das ca.
3,8-fache des Ursprungswerts. Erfolgte eine kombinierte Inkubation mit IL-6 und Inositol-
C2-PAF, so wurde die Aktivierung von STAT3 deutlich und signifikant inhibiert.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde eine langfristige Stimulation von Keratinozyten
durch zahlreiche weitere Zytokine simuliert. Unter anderem wurden OSM und EGF
verwendet, denen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Psoriasis zugeschrieben
wird. Zudem wurden auch Stimulationsversuche mit TNF-a, IL-17 und IL-22 durchgefiihrt,
diese Versuche wurden in der vorliegenden Arbeit zur besseren Ubersichtlichkeit nicht
dargestellt. Wahrend die Zytokine eine unterschiedlich starke Phosphorylierung von
STATS3 auslosten, zeigte sich durch die Co-Inkubation mit Inositol-C2-PAF stets eine

deutlich reduzierte Aktivierung von STAT3.

Es lasst sich schlussfolgern, dass Inositol-C2-PAF die Aktivierung von STAT3 sowohl
unter Ruhebedingungen als auch nach einer kurz- und langfristigen Stimulation deutlich
reduziert. Bei diesen Versuchen wurde die Phosphorylierung von STAT3 immer ins
Verhéltnis zur gesamten STAT3-Proteinmenge gesetzt. Da Inositol-C2-PAF zuséatzlich
die STAT3-Expression auf Transkript- und Proteinebene reduziert, kann das
Phospholipid als potenter Inhibitor des STAT3-Signalwegs in Keratinozyten angesehen

werden.
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4.4. Inositol-C2-PAF reduziert die nukleare Lokalisation von
STAT3

Wird STAT3 durch Phosphorylierung an der Tyrosinseitenkette 705 aktiviert, so bilden
sich Homodimere, welche wiederum in den Zellkern transferiert werden, wo STAT3 seine
genregulatorische Funktion ausubt.

Daruber hinaus existieren Vorstellungen, die von diesem kanonischen Modell abweichen.
So wird zum Beispiel untersucht, ob eine Dimerisierung von STAT-Molekilen eine
notwendige Bedingung fur die Signaltransduktion ist. In menschlichen HepG2-Zellen und
A375-Zellen wurden pra-assoziierte STAT1/STAT3-Dimere unabhéngig von einer
Stimulation mit IL-6 gefunden. Derartig praformierte Dimere wurden ausschlief3lich im
Zytoplasma und nicht im Zellkern nachgewiesen [205-207]. Eine Dimerisierung von
STAT3 wurde auch in nicht-phosphorylierten STATs beobachtet [208-210]. Allerdings
scheint eine Phosphorylierung notwendig zu sein, damit STAT3 an spezifische DNA-
Abschnitte binden kann [144]. Weiterhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass STAT3 in
einem nicht-phosphorylierten Zustand latent im Zellkern vorhanden ist und
maoglicherweise auch in dieser Form an der Regulation der Genexpression beteiligt ist
[208, 211, 212]. Eine Zusammenfassung zahlreicher nicht-kanonischer Modelle der
Funktionsweise von STAT3 wurde 2012 von Mohr et al. publiziert [103].

Infolge dieser verschiedenen Modelle erschien es notwendig, den Beweis zu fuhren, dass
Inositol-C2-PAF nicht nur die Phosphorylierung von STAT3 reduziert, sondern auch,
dass es die nukleédre Lokalisation von STAT3 sowie dessen Genregulation inhibiert.
Daher wurden in einem weiteren Versuchsaufbau HaCaT-Zellen Gber eine Stunde mit
oder ohne Inositol-C2-PAF vorinkubiert und anschlieRend fur 15 Minuten mit oder ohne
OSM und mit oder ohne Inositol-C2-PAF inkubiert. AnschlieRend wurden STAT3 und
PSTAT3™70 mit spezifischen Immunfluoreszenzantikdrpern markiert.

Wahrend im Ruhezustand STAT3 und pSTAT3™"% gleichmaRig Uiber das Zytosol verteilt
waren, zeigte sich nach Stimulation OSM eine deutlich konzentrierte nukleéare
Lokalisation. Durch Co-Inkubation mit OSM und Inositol-C2-PAF wurde die nukleare
Lokalisation deutlich reduziert.

K5.STAT3C-transgene Mause exprimieren in ihren Keratinozyten eine dauerhaft aktive
Form von STAT3 und zeigen einen Phéanotyp mit Hautldsionen, die denen der

menschlichen Psoriasis ahnlich sind. 2010 publizierten Miyoshi et al. eine Studie, in der
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diese Mause mit STA-21, einem Inhibitor des STAT3-Signalwegs, behandelt wurden
[199]. Durch sogenanntes ,tape stripping®, also der mechanischen Reizung der Haut,
wurde die nukledare Lokalisation von STAT3 in Keratinozyten der Tiere erhoht. Eine
Vorbehandlung mit STA-21 reduzierte die nukleare Lokalisation von STAT3. In dieser
Publikation wurden aufl3erdem Experimente mit Normal Human Keratinocytes (NHK-
Zellen) gezeigt. Die Zellen wurden fur eine Stunde mit oder ohne STA-21 vorinkubiert
und danach fur 30 Minuten mit EGF, IL-6 oder IL-22 stimuliert. Nach Inkubation mit den
Zytokinen zeigte sich eine deutliche nukleare Lokalisation von STAT3. Durch eine
Behandlung mit STA-21 wurde die nukledre Lokalisation inhibiert.

Um die Wirkung von Inositol-C2-PAF mit STA-21 zu vergleichen, erfolgte in einem
weiteren Versuchsaufbau die Stimulation der HaCaT-Zellen mit OSM und Inositol-C2-
PAF sowie mit STA-21. In diesem Versuch zeigte sich erneut eine deutliche nukleare
Lokalisation von STAT3 nach Stimulation mit OSM. Sowohl STA-21 als auch Inositol-C2-
PAF verhinderten diesen Effekt. Dabei zeigte sich unter Behandlung mit STA-21 eine
gleichmafige Verteilung von STAT3 in Zytosol und Nukleus, wahrend nach Behandlung
mit Inositol-C2-PAF die Zellkerne kaum Signale fir STAT3 zeigten. Dies lasst vermuten,
dass Inositol-C2-PAF bei gleicher Konzentration eventuell ein potenterer Inhibitor der
nukleéren Lokalisation von STAT3 als STA-21 sein konnte.

Obwohl die beiden Versuche zur Translokation des STAT3-Dimers jeweils nur einmal
durchgefiihrt wurden und somit keine statistische Auswertung maglich war, stitzen die
erhaltenen Daten der indirekten Fluoreszenz-Analyse die zuvor dargestellten Ergebnisse

zum Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Aktivierung von STATS3.
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4.5. Inositol-C2-PAF reduziert die Expression STAT3-abhéangiger

Gene

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Inositol-C2-PAF die intrazellulare Menge,
die Aktivierung durch Phosphorylierung sowie die nukleére Lokalisation von STAT3
reduziert. Um in einem letzten Schritt die Auswirkungen genregulatorischen Funktionen
von STAT3 zu untersuchen, wurde die Expression STAT3-abhangiger Gene mittels qRT-
PCR bestimmit.

45.1. BIRC5/ Survivin

Es wurde gezeigt, dass STAT3 die Genexpression von BIRC5 in HaCaT-Zellen
beeinflusst [213]. BIRCS5 ist ein Regulator der Mitose und ein Inhibitor des apoptotischen
und nicht-apoptotischen Zelltods [214]. Von manchen Autoren wird die synonyme
Bezeichnung Survivin explizit fir das Genprodukt verwendet. Es istin gesundem Gewebe
erwachsener Menschen kaum nachweisbar, zeigt jedoch in einem Grof3teil der Tumore
eine erhohte Expression [215]. Es wurde vermutet, dass Survivin in der Haut eine
kontinuierliche niedrige Aktivitat aufweist, um das regenerative Potential von epidermalen
Stammzellen zu bewahren und die Epidermis so vor den Folgen von Umwelteinflissen,
wie zum Beispiel UV-Licht, zu beschtitzen [216]. In psoriatischen Hautlasionen konnte
BIRC5 in erhohter Konzentration in der Basalzellschicht der Epidermis und in
Endothelzellen nachgewiesen werden [217]. Bei von Psoatrisis Betroffenen korrelierte die
Expression von Survivin mit der Krankheitsaktivitdt und konnte durch Therapie mit
Infliximab inhibiert werden [218]. Dies sind Hinweise darauf, dass BIRC5 eine wichtige
Funktion in der Pathogenese der Psoriasis spielt.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF die
basale Expressionsrate unstimulierter HaCaT-Zellen nach einer Inkubationsdauer von 24
Stunden um ca. 70% und nach 48 Stunden sogar um ca. 90% reduzieren kann. Eine
Stimulation der Expression von BIRCS5 allein durch IL-6 konnte nicht nachgewiesen
werden. Es ist moglich, dass erst das kombinierte Zytokinmilieu, wie es in psoriatischen
Lasionen vorliegt, die Expression eines so wichtigen intrazellularen Regulators wie
Survivin beeinflussen kann. Bei der diesbeziiglichen Auswertung der Primardaten von

Semini et al. [64, 194] zeigte sich eine Differenz in den beobachteten Signalen der
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Kontrollgruppen, sodass hier eine klare Interpretation der Ergebnisse nicht moglich war.
Die erkennbaren Tendenzen liel3en jedoch eine Stimulation der Expression von BIRC5

durch den Zytokinmix sowie eine inhibitorische Wirkung von Inositol-C2-PAF vermuten.

4.5.2. S100A7

Die Expression von S100A7 wird in Keratinozyten vermutlich durch STAT3 reguliert [219,
220]. S100A7 wurde erstmalig bei der Untersuchung von Keratinozyten aus psoriatischen
Hautlasionen entdeckt und dementsprechend Psoriasin genannt [221]. S100A7 wird in
psoriatischen Hautlasionen in erhdhter Konzentration exprimiert. Nach seiner Sekretion
aus Keratinozyten bewirkt es durch Chemotaxis die Rekrutierung von CD4*-Lymphozyten
und neutrophilen Granulozyten [222, 223]. In neutrophilen Granulozyten I6st Psoriasin
darlber hinaus die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 aus [224].
Es wurde angenommen, dass S100A7 tber die Bindung an RAGE-Rezeptoren (Receptor
for Advanced Glycation Endproducts) wiederum den STAT3-Signalweg und die
Produktion von IL-6 stimulieren kann [225]. Psoriasin kdnnte somit an einem positiv-
selbstverstarkenden Kreislauf und in der Folge an der Aufrechterhaltung eines
proinflammatorischen Zytokinmilieus beteiligt sein [226].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF die basale Expressionsrate
von S100A7 in HaCaT-Zellen signifikant reduziert. Die Versuche zur Stimulation mit
Zytokinen liel3en darauf schliel3en, dass IL-6 in Keratinozyten die Expression von S100A7
stimuliert. Obwohl alle drei Wiederholungen des Versuchs die gleiche Tendenz, namlich
eine Stimulation der S100A7-Genexpression durch IL-6, zeigten, wiesen sie doch im
Ausmalfl der Stimulation eine grof3e Bandbreite auf, sodass die Ergebnisse in der
statistischen Auswertung keine Signifikanz aufwiesen. Es kann jedoch bei einer grof3eren
Versuchszahl ein signifikantes Ergebnis vermutet werden. Ebenso zeigten alle Versuche
eine Inhibition der Genexpression von S100A7 durch die gleichzeitige Inkubation mit
Inositol-C2-PAF. Auch hier schwankten die Ergebnisse im Ausmal3 der Inhibition, sodass
das Ergebnis nicht signifikant war.

Inositol-C2-PAF konnte dber eine Inhibition der Genexpression von S100A7 in
psoriatischen L&sionen nicht nur einen auto- und parakrinen selbstverstarkenden
proinflammatorischen Kreislauf unterbrechen, sondern eventuell auch zu einer Reduktion

der Rekrutierung von Immunzellen fihren.
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4.5.3. Cyclin D1

Cyclin D1 beeinflusst den Zellzyklus und die Zellproliferation. In psoriatischen
Hautlasionen kann eine erhdhte Expression von Cyclin D1 festgestellt werden [227].
Diese kann durch eine Phototherapie reduziert werden [228]. Auch der Inhibitor des
STATS3-Signalwegs STA-21 inhibiert in NHK-Zellen die Expression von Cyclin D1 [199].
In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass Inositol-C2-PAF die CCND1-
Genexpression hemmt. In der Pathogenese der Psoriasis kommt es zur Ubermafigen
Proliferation von Keratinozyten und als Resultat zur typischen silbrigen Schuppung der
Haut. In diesen Prozess kénnte Inositol-C2-PAF durch die Hemmung der Expression von

Cyclin D1 eingreifen.

45.4. Interleukin-6

IL-6 ist entscheidend an der Pathogenese der Psoriasis beteiligt (siehe Kapitel 1.1.3).
STAT3 spielt bei der Signaltransduktion von IL-6 eine wichtige Rolle [121]. Da STAT3
wiederum an den Promotor der Gensequenz von IL-6 bindet und dessen Expression
stimuliert [229], kann IL-6 einen autokrinen und parakrinen Kreislauf der positiven
Selbstverstarkung hervorrufen. Wird vermehrt IL-6 durch Keratinozyten produziert,
werden zudem die Immunzellen in der Epidermis und Dermis beeinflusst. IL-6 unterdrtickt
die physiologische Funktion von regulatorischen T-Zellen [37]. Dadurch wiederum wird
die Suppression von Thl17- und Thl-Zellen gehemmt [40]. Zeigen Thl-Zellen eine
ungehemmte Aktivitat, stimulieren sie dendritische Zellen [25], die wiederum unter
anderem IL-6 freisetzen und gleichzeitig, zum Beispiel Gber die Ausschitittung von IL-1,
Thl7-Zellen aktivieren [25, 43]. Aktive Th1l7-Zellen produzieren unter anderem die
proinflammatorischen Zytokine IL-17 und -22, welche in Keratinozyten die Expression
von IL-6 fordern — der proinflammatorische Kreislauf schlief3t sich [44-46]. Dieser
Kreislauf ist in Abbildung 25 illustriert. Solche selbstverstarkenden proinflammatorischen
Prozesse wurden auch bei anderen Gewebe- und Zelltypen, wie z.B. bei PBMCs [39],
beobachtet und wurde bereits von anderen Autoren als relevant fir die Pathogenese der
Psoriasis beschrieben [39, 230].
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Bekannte und wirksame Therapien der Psoriasis durch Biologicals, zum Beispiel
Adalimumab, Etanercept, Infliximab und Ustekinumab, die alle zwar nicht explizit STAT3
oder das IL-6-Signal beeinflussen, filhrten dennoch zu einer reduzierten
Serumkonzentration von IL-6, was die Rolle des Zytokins im Wechselspiel der
Signalwege bei der Pathogenese der Psoriasis unterstreicht [231].

Abbildung 25: Der positiv-selbstverstarkende proinfallamtorische Kreislauf der auto- und parakrinen
Sekretion von Interleukin-6 in psoriatischen Hautlasionen.

Schematisch dargestellt sind die Vorgénge in Epidermis und Dermis in psoriatischen Lasionen. Interleukin-
6 (IL-6) supprimiert die Aktivitdt von regulatorischen T-Zellen, sodass Thl- und Thl7-Zellen eine
unbehinderte Aktivitat zeigen. Th1l-Zellen aktivieren dendritische Zellen, welche wiederum IL-6, -1 und -23
produzieren. IL-1 und -23 aktivieren Th17-Zellen und diese stimulieren Keratinozyten zur Freisetzung von
IL-6.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF die Expression
von IL-6 in HaCaT-Zellen signifikant inhibiert. Bei einer Auswertung der Primardaten von
Semini et al. zeigten sich vergleichbare Ergebnisse. Nach der Analyse von Daten, die
von der Arbeitsgruppe Danker der Charité - Universitdtsmedizin Berlin zur Verfigung
gestellt wurden, zeigte sich, dass die Stimulation von HaCaT-Zellen mit einer
Kombination aus Zytokinen (IL-1a, IL-17, IL-22, TNF-a und OSM) zur gesteigerten
Expression von IL-6 fihrt und eine gleichzeitige Inkubation mit Inositol-C2-PAF diese
Expression deutlich reduzieren kann. Diese Zusammenhange konnten durch die
Auswertung der Rohdaten von Semini et al. [64, 194] bestatigt werden.

Die Ergebnisse dieser in vitro-Versuche werden durch die in vivo-Versuche von Forkel et
al. [3] komplementiert. Dabei wurden transgene Mause verwendet, die eine latente
Expression von menschlichem transformierenden Wachstumsfaktor 81 (hTGF-B1)
aufweisen. Sowohl makro- als auch mikroskopisch wurde dadurch ein der Psoriasis
ahnlicher Phéanotyp in Dermis und Epidermis erzeugt. Wurden die transgenen Mause
mittels intraperitonealer Injektion mit Inositol-C2-PAF behandelt, konnte dieser Phanotyp
anschaulich abgemildert werden. In der Publikation fuhren die Autoren diesen Effekt
primar auf eine antiinflammatorische Wirkung von Inositol-C2-PAF in Endothelzellen und
eine Inhibition der Rekrutierung von Immunzellen zurtick. Wie im Supplement der
Publikation zu erkennen ist, ist die Expression von Interleukin-6 in den transgenen
Mausen im Vergleich zum Wildtyp verstarkt. Durch die Behandlung mit Inositol-C2-PAF
zeigte sich auch im Mausmodell eine deutlich verminderte Expression von IL-6.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Inositol-C2-PAF als Inhibitor des STAT3-
Signalwegs in  Keratinozyten das Potential hat, einen pathologischen
proinflammatorischen Kreislauf der auto- und parakrinen Sekretion von IL-6 zu
unterbrechen. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass auch in dem beschriebenen
Mausmodell die direkte Wirkung von Inositol-C2-PAF auf Keratinozyten — in Synergie mit

der Wirkung auf Endothelzellen — fiir die Verbesserung des Phanotyps verantwortlich ist.
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4.6. Inositol-C2-PAF inhibiert den Akt-Signalweg

Inositol-C2-PAF wird der Gruppe der Antitumorlipide zugeordnet. Als solches ist es
naheliegend, dass auch das Potential des Wirkstoffs in der Therapie verschiedener
Malignome untersucht wurde. Dabei spielt die Regulation von Proliferation und
Zellmigration eine wichtige Rolle. Im Rahmen der Publikation der Arbeitsgruppe Danker
(Charité - Universitditsmedizin Berlin), in die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
eingeflossen sind [196], wurde auch der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf die Inhibition
von Proliferation und Zellmigration in MCF-7-Zellen und MDA-MB-231-Zellen untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF in diesen Zellen die Aktivierung von Akt
durch Phosphorylierung an der Serinseitenkette in Position 473 hemmt.
Akt wird als Kinase in die Signaltransduktion des PI3K-Akt-mTOR-Signalwegs
eingeordnet. Dieser Signalweg ist entscheidend an der Regulation von Proliferation,
Apoptose und Zellmigration beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass
Inositol-C2-PAF die Aktivierung des STAT3-Signalwegs inhibiert. Wie genau es zu dieser
Inhibition kommt, bleibt allerdings weiterhin unklar. Um die Wirkweise weiter aufzuklaren,
wurde der Einfluss des ATL auf die Aktivierung von Akt untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass Inositol-C2-PAF analog zu dessen Einfluss auf STAT3 nach kurz- und
langfristiger Einwirkung auf HaCaT-Zellen auch die Phosphorylierung von Akt inhibiert.
Zudem konnte eine Reduktion der intrazellularen Akt-Konzentration nachgewiesen
werden, ebenfalls analog zu STATS3. Inositol-C2-PAF inhibiert demzufolge sowohl den
STAT3- als auch den Akt-Signalweg.
Zwischen dem PI3K-Akt-mTOR-Signalweg und dem STAT3-Signalweg bestehen
zahlreiche Interaktionen. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die vollstandige
Signaltransduktion von IL-6 in Hep3B-Zellen von der Aktivitdt beider Signalwege
abhangig ist [232]. Auf welche Art die Signalwege gleichzeitig beeinflusst werden und
sich gegenseitig regulieren ist aktuell Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. Es
wurde beschrieben, dass eine Aktivierung von Gpl130 und JAKSs nicht nur zur Aktivierung
von STAT3, sondern parallel auch zur Phosphorylierung von PI3K und als Konsequenz
zur Aktivierung von Akt flihrte [233]. Sano et al. zeigten in ihrer Publikation, dass in
Keratinozyten die Funktion des STAT3-Signalwegs durch Inhibition von PI3K gestort wird
[234]. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass PI3K in beiden Signalwegen eine Rolle
spielen kénnte. Zudem scheinen beide Signalwege auch durch SOCS3 beeinflusst zu
werden [235]. Neben der Regulation beider Signalkaskaden durch gleiche Molekile gibt
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es zudem Hinweise darauf, dass Akt Uber Transkriptionsfaktoren die Expression und
Funktion von STAT3 beeinflussen [236] und Uber die Regulation der
Serinphosphorylierung die DNA-Bindung von STAT3 regulieren kann [237].
Fur weitere Studien zur Wirkweise von Inositol-C2-PAF lohnt es sich daher, die
Uberschneidungspunkte der beiden Signalwege in den Fokus zu nehmen.

4.7. Inositol-C2-PAF unterbricht den proinflammatorischen

Kreislauf

Auf Grundlage der bisherigen Forschungsergebnisse existieren verschiedene Modelle
zur Entstehung und Aufrechterhaltung der Psoriasis. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
Modell vorgestellt, in dem eine Stimulation der Keratinozyten mit IL-6 im Mittelpunkt steht.
Wie in Kapitel 4.5.4 beschrieben, inhibiert Inositol-C2-PAF die Genexpression von IL-6 in
Keratinozyten und unterbricht damit den positiv-selbstverstarkenden
proinflammatorischen Kreislauf dieses Zytokins. Weitere selbstverstarkende Kreislaufe,
insbesondere unter Beteiligung von TNF-a, wurden bei der Entstehung der Psoriasis
beschrieben (siehe Kapitel 1.1.3). Diese Kreislaufe beziehen sowohl die Dermis als auch
die Epidermis mit ein (siehe Abbildung 26).
Ein Kreislauf mit Fokus auf die Epidermis geht von aktivierten Th17-Zellen aus. Diese
sezernieren unter anderem IL-17a und TNF-a. Diese Zytokine stimulieren Keratinozyten,
welche dadurch selbst vermehrt TNF-a und CCL20 exprimieren [238]. Dadurch wird
wiederum die Stimulation von Thl17-Zellen aufrechterhalten. Es gibt Hinweise darauf,
dass die Expression von CCL20 in Keratinozyten durch die STAT3- und Akt-Signalwege
reguliert wird [239, 240]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Inositol-C2-PAF
beide Signalwege beeinflusst. In weiteren Versuchen sollte geklart werden, ob Inositol-
C2-PAF auch einen Einfluss auf die Genexpression von CCL20 hat und somit auch
diesen Kreislauf unterbrechen kdnnte.
Ein dritter Kreislauf nimmt die Dermis in den Fokus. In psoriatischen Hautlasionen werden
von zahlreichen Zelltypen, unter anderem Thl-, Th17- und dendritischen Zellen sowie
Keratinozyten, eine Flle an angiogenetischen Faktoren freigesetzt, zum Beispiel IL-17,
TNF-a, IFN-y und VEGF [241]. Neben einer gesteigerten Angiogenese stimulieren diese
Faktoren auch die Expression von Adhasionsmolekilen in Endothelzellen, zum Beispiel
E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 [242-244]. Infolgedessen kommt es zu einer verstarkten
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Rekrutierung von Immunzellen aus dem Blut in die psoriatischen Hautlasionen. Diese

Immunzellen erhalten das inflammatorische Zytokinmilieu aufrecht und es entsteht ein

proinflammatorischer Kreislauf.

Inositol-C2-PAF reduzierte die Expression von

Molekulen, die an der Rekrutierung von Immunzellen beteiligt sind, und hat damit das

Potential, auch diesen Kreislauf zu unterbrechen [3]. Das Konzept, die Angiogenese und

die Rekrutierung von Immunzellen zu inhibieren und dadurch die Entzindung in

psoriatischen Lasionen zu reduzieren, wurde bereits mit einer anti-VEGF-Therapie

erfolgreich getestet [245].

Immunzellen

Angiogenese,
Rekrutierung von Immunzellen

(A) Der positiv-selbstverstarkende Kreislauf von
TNF-a in der Epidermis.

In psoriatischen L&sionen werden Thl7-Zellen
vermehrt aktiviert (1) und sezernieren Interleukin-
17A (IL17A) und TNF-a (2). Dadurch werden
Keratinozyten stimuliert und sezernieren vermehrt
TNF-a (3) und CCL20 (4), welche wiederum Th17-
Zellen aktivieren.

Inositol-C2-PAF (InoPAF) inhibiert STAT3. Da die
Expression von CCL20 in Keratinozyten durch die
STAT3- und Akt-Signalwege reguliert wird, hat
Inositol-C2-PAF das Potential, den Kreislauf an
dieser Stelle zu unterbrechen (5).

(B) Der positiv-selbstverstarkende Kreislauf von
TNF-a in der Dermis.

In psoriatischen Hautlasionen besteht ein
proinflammatorisches Zytokinmilieu (1). Eine Fllle
an Faktoren, zum Beispiel IL-17, TNF-a, IFN-y
und VEGF, stimulieren die Angiogenese und die
Rekrutierung  von  Immunzellen in  die
psoriatischen Lé&sionen (2). Diese Immunzellen
erhalten das inflammatorische Zytokinmilieu
aufrecht und es entsteht ein proinflammatorischer
Kreislauf (3). Inositol-C2-PAF reduziert unter
anderem die Expression von VCAM-1, E-Selektin
und ICAM-1 in Endothelzellen sowie die
Expression von Zelladhasionsmolekilen in
PBMCs. Damit hat Inositol-C2-PAF das Potential,
diesen Kreislauf zu unterbrechen (4).

Abbildung 26: Der Einfluss von Inositol-C2-PAF auf proinflammatorische Kreislaufe in Dermis und

Epidermis.

In der Pathogenese der Psoriasis existieren verschiedene proinflammatorische Kreislaufe. Inositol-C2-
PAF hat das Potential, diese Kreislaufe auf Ebene der Epidermis (A) und der Dermis (B) zu inhibieren.
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4.8. Das Potential von Inositol-C2-PAF

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Inositol-C2-PAF in Keratinozyten den
STAT3-Signalweg durch Inhibition der Genexpression, der kurz- und langfristigen
Phosphorylierung, und der nuklearen Lokalisation von STAT3 sowie der Expression von
STAT3-abhangigen und fir die Pathogenese der Psoriasis relevanten Gene hemmt. Eine
Inhibition von STAT3 in Keratinozyten wurde bereits als Therapie der Psoriasis
beschrieben [60] und Inhibitoren des STAT3-Signalwegs, wie zum Beispiel STA-21,
werden in klinischen Studien getestet [199]. Die entziindungshemmenden Eigenschaften
von Inositol-C2-PAF beschranken sich allerdings nicht nur auf Keratinozyten. Es konnte
gezeigt werden, dass Inositol-C2-PAF auch in menschlichen Gefal3endothelzellen die
Apoptose induzieren konnte, falls diese zuvor mit TNF-a stimuliert wurden. Auf nicht-
stimulierte Zellen hatte das APL dabei keinen Einfluss. Zudem wurde die Genexpression
von Adhasionsmolekiilen, die an der Rekrutierung von Leukozyten beteiligt sind, durch
Inositol-C2-PAF reduziert [3].

Mit dem hier gezeigten Potential von Inositol-C2-PAF, einer Entziindungsreaktion in
Keratinozyten und Endothelzellen entgegenzuwirken, qualifiziert sich das APL fur weitere

Studien und sollte in Bezug auf eine klinische Anwendung getestet werden.

Wahrend in mehreren Publikationen das Potential von Inositol-C2-PAF bei der
Tumortherapie im Vordergrund stand, unterstreicht die vorliegende Arbeit das
antiinflammatorische Potential des APL. Inflammation und Tumorwachstum sind dabei
keine voneinander unabhéngige Prozesse, sondern kénnen sich gegenseitig bedingen
und verstarken [153]. So beglnstigt ein proinflammatorisches Zytokinmilieu die
Entstehung und das Wachstum von malignen Neoplasien [246]. Zum Beispiel konnte fur
die Entstehung eines Kolonkarzinoms ein Zusammenhang mit chronischer Entziindung
gezeigt werden [247]. Ein solcher Zusammenhang wird ebenfalls in der Entstehung von

malignen Neoplasien der Haut angenommen [248].

Der STAT3-Signalweg, welcher durch Inositol-C2-PAF in Keratinozyten inhibiert wird, ist
in einer Vielzahl von Neoplasien Gbermaliig aktiviert, sodass die hier gezeigte Inhibition
dieses Signalwegs auch in der Therapie von Malignomen eingesetzt werden kdnnte. Die
vorliegende Arbeit demonstriert das Potential von Inositol-C2-PAF, eine IL-6-vermittelte
Aktivierung von STAT3 und in der Folge eine positiv-selbstverstarkende
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proinflammatorische Reaktion zu unterbinden. Eine solche Unterbrechung von positiv-
selbstverstarkenden Reaktionen durch eine Inhibition der Signalachse Uber IL-6 und
STAT3 wurde auch als potentielle Therapie von Tumorwachstum und -metastasierung
beschrieben [249].

Die hier gezeigten Ergebnisse unterstreichen also nicht nur das Potential von Inositol-

C2-PAF in der Behandlung der Psoriasis. Auch fir eine Anwendung in der Tumortherapie

zeigt sich das APL vielversprechend.
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