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4 Diskussion

4.1 Interaktion von S1P mit Insulin-vermittelten Signalwegen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die biologischen Konsequenzen der
Hemmung der Akt Kinase durch S1P untersucht werden. Die Akt Kinase reguliert
eine Vielzahl von zellularen Prozessen. So wurden die Konsequenzen dieser
Interaktion von S1P mit Insulin-vermittelten Signalwegen hinsichtlich des Wachstums

der Keratinozyten und der Regulation antiapoptotischer Signalwege untersucht.

4.1.1 Regulation der Akt Kinase

Die Akt Kinase ist von entscheidender Bedeutung fur die Regulation des zellularen
Wachstums. Um die antiproliferative Wirkung des S1P in humanen Keratinozyten zu
charakterisieren, wurde die Regulation der Akt Kinase durch S1P untersucht.

Zu diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit die Aktivierung der Akt Kinase
durch Detektion der Phosphorylierung an bestimmt. Neben Ser*’® besitzt die Kinase
jedoch noch eine weitere Phosphorylierungsstelle im Bereich der Kinase Domane,

Thr®®. Die Phosphorylierung an Thr®

aktiviert nur teilweise die Akt Kinase,
wohingegen eine volle Aktivitat erst nach Phosphorylierung beider Aminosauren
auftritt. Jedoch wird erst nach der Phosphorylierung von Thr*® eine
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Phosphorylierung an Ser”"” Uber einen noch unklaren Weg ausgeldst. Dabei qilt,
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dass nach einer Phosphorylierung an Ser™'” eine volle Aktivierung der Akt Kinase

vorliegt (Song et al. 2005). Dies zeigt die grol3e Aussagekraft der Detektion der Akt

Phosphorylierung an Ser*”?

als Marker der Akt Aktivierung. Jedoch wurde kuirzlich
gezeigt, dass auch eine Regulation der Aktivitat der Kinase Uber eine ausschlieRliche
Phosphorylierung an Thr®® méglich ist (Kuo et al. 2007).

Insulin und IGF-I vermitteln nahezu alle zellularen Effekte Uber Akt-abhangige
Signalwege (Alessi et al. 1998). Daher war es nicht verwunderlich, dass Insulin und
IGF-I eine starke Aktivierung der Akt Kinase hervorriefen. Dagegen war die Wirkung
des S1P auf die Akt Kinase sehr Uberraschend, da bisher vor allem ein positiver
Einfluss des S1P auf die Aktivitdt der Akt Kinase in verschiedenen Zellen
beschrieben wurde (Igarashi et al. 2001a; Baudhuin et al. 2002; Hsieh et al. 2007).
Jedoch ware es madglich, dass dieser Effekt vom unterschiedlichen
Expressionsstatus der S1P Rezeptoren in den jeweiligen Zellen abhangt und damit
Zelltyp-spezifisch ist. FUr die Wirkung des S1P in primaren humanen Keratinozyten

konnte eine deutliche Hemmung der Aktivitat der Akt Kinase durch
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Dephosphorylierung gezeigt werden. Diese Beobachtung steht in Einklang zu den
Ergebnissen von Bernardi et al., die fur 1,25(0OH).D3 eine negative Beeinflussung der
Akt Kinase in Zellen des Plattenepithelkarzinoms zeigen konnten (Bernardi et al.
2002). Dieses Ergebnis ist von besonders grolRer Aussagekraft, da die Wirkung von
1,25(0OH),D3 in Keratinozyten durch intrazellulare Bildung von S1P vermittelt wird
(Manggau et al. 2001). Eine direkte Wirkung des S1P auf die Akt Kinase konnte von
Kim et al. gezeigt werden. In Einklang zu den hier gezeigten Ergebnissen wurde eine
Hemmung der Kinase durch S1P beobachtet (Kim et al. 2004).

Ein mdglicher Ansatz flr den Signalweg, Uber den S1P eine Dephosphorylierung der
Akt Kinase vermittelt, ware eine Regulation von Lipidphosphatasen durch S1P. So ist
besonders das Tumorsuppressorgen PTEN ein etablierter negativer Regulator der
Signalwege des Insulins (Lazar et al. 2006; Vinciguerra et al. 2006). Das Produkt der
PI3K, das PIPs, ist das Hauptsubstrat der PTEN. Die durch PTEN hervorgerufene
Dephosphorylierung des PIP; flhrt zu einer Hemmung der PI3K/Akt-vermittelten
Signalwege. Die Bedeutung dieser Phosphatase flir die Regulation der Aktivitat der
Akt Kinase wird in PTEN-defizienten Fibroblasten deutlich, die neben erhdhten PIP;
Spiegeln eine konstitutiv aktive Akt Kinase aufweisen (Stambolic et al. 1998).
Dartber hinaus korreliert die Abwesenheit von PTEN mit der Ubermaligen
Aktivierung der Akt Kinase in Tumoren (Wu et al. 2003; Sansal et al. 2004). Da PTEN
durch S1P reguliert werden kann, ware eine Hemmung der Akt Kinase unter
Vermittlung von PTEN denkbar. Interessanterweise vermittelt gerade der S1P;
Rezeptor die Aktivierung der PTEN durch S1P (Sanchez et al. 2005). Daruber hinaus
wurde eine Hemmung des PI3K/Akt Signalweges Uber eine Aktivierung der PTEN in
Endothelzellen gezeigt. Die Aktivierung der Phosphatase wurde auch hier durch den
S1P, Rezeptor hervorgerufen (Sanchez et al. 2007). Diese Theorie ware daher ein
interessanter Ansatz fur weiterfUihrende Studien.

Uber die Hemmung der basalen Aktivitdit der Akt Kinase hinaus konnte eine
eindeutige Hemmung der Wirkung der Akt Aktivatoren Insulin und IGF-I durch S1P
beobachtet werden. So fuhrte die Vorinkubation der Keratinozyten mit S1P zu einer
massiven Dephosphorylierung der aktivierten Kinase. Dies war besonders
interessant, da bisher nur wenige Beispiele flr eine Interaktion von S1P mit Insulin-
vermittelten Signalwegen beschrieben wurden. So konnte bisher eine hemmende
Wirkung des S1P auf die Insulin-induzierte Bildung von Leptin in Adipozyten oder auf

die durch IGF-I hervorgerufene Migration von Myoblasten gezeigt werden (Becciolini
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et al. 2006; Jun et al. 2006). Auffallig ist, dass in beiden Fallen eine negative
Beeinflussung der Signalwege des IGF-I oder Insulins durch S1P gezeigt wurde.

Eine Hemmung der Aktivitat der Akt Kinase ist bei der Behandlung von Tumoren ein
moglicher Therapieansatz, denn eine Uberexpression der Akt Kinase in
Keratinozyten stellt das initiale Ereignis der Entstehung von Tumoren der Haut dar
(Segrelles et al. 2002). Daneben fiihrt eine Uberaktivierung oder Uberexpression des
Protoonkogens Akt zu einem Ungleichgewicht zwischen Zellvermehrung und
Zelluntergang in zahlreichen, verschiedensten Krebsarten (Nicholson et al. 2002).
Eine konstitutiv aktive Akt Kinase scheint eine Voraussetzung fur das Auslésen der
onkogenen Transformation von Zellen zu sein. Da die Akt Kinase neben der
Zellproliferation noch zahlreiche weitere zellulare Prozesse, die mit der Tumor-
Bildung assoziiert sind einschlieBlich Zytoprotektion, Migration, Epithelialer-
Mesenchymaler Transformation und Angiogenese reguliert, stellt die Akt Kinase ein
denkbares Target in der Behandlung des Hautkrebses dar (Cheng et al. 2005;
Crowell et al. 2007).

4.1.2 Regulation der Proliferation

Das zellulare Wachstum unterliegt der strengen Kontrolle durch den Zellzyklus. So
fordert die Akt Kinase die Progression des Zellzyklus durch transkriptionale und
translationale Regulation von CDKI wie p21"e"eP! oder p27X*! oder von Cyclinen
(Lawlor et al. 2001). Auf diese Weise vermittelt die Akt Kinase eine Férderung des
zellularen Wachstums.

Der PI3K-Akt Signalweg ist von grol3er Bedeutung fur die Vermittlung der
Insulineffekte, denn der Einsatz von Hemmstoffen der PI3K oder die Uberexpression
dominant-negativer PI3K Mutanten fihrt zur Blockade nahezu aller zellularer
Antworten auf eine Stimulation mit Insulin (Lawlor et al. 2001). Wie diese Arbeit zeigt,
wird die starke mitogene Wirkung des Insulins in humanen Keratinozyten uber eine
Aktivierung der Akt Kinase vermittelt, denn die Dephosphorylierung der Akt Kinase
resultiert in einer Hemmung der Zellproliferation. Dies konnte in in vivo Experimenten
bestatigt werden, da eine Hemmung Insulin-vermittelter Signaltransduktion in
IR-defizienten Mausen zu einer verminderten Proliferation der Haut fuhrt (Wertheimer
et al. 2001).

Neben der physiologischen Bedeutung des Insulins fur die Entwicklung der Haut

kann eine pathologisch verstérkte Aktivierung der Akt Kinase durch Uberaktivierung

104



4 Diskussion

der Insulin/IGF-vermittelten Signalwege zur Hyperproliferation der Zellen fihren. So
wurde gezeigt, dass Keratinozyten aus psoriatischer Haut eine wesentlich starkere
mitogene Reaktion auf die Stimulation mit IGF-I zeigen als Zellen der gesunden Haut
(Ristow 1993). Dies ist moglicherweise darauf zurlckzufuhren, dass der IGF-IR in
psoriatischen Lasionen deutlich Uberexprimiert vorliegt (Hodak et al. 1996). So lasst
sich das Krankheitsbild der Psoriasis, das durch eine Hyperproliferation epidermaler
Keratinozyten charakterisiert ist, zumindest zum Teil durch eine Uberaktivitat der
Insulin/IGF-vermittelten Signalwege erklaren. Daraus ergibt sich ein interessanter
therapeutischer Ansatz diese Signalwege zu hemmen, welcher bereits von Wraight
et al. bestatigt wurde. So fuhrte der Einsatz von IGF-IR Antisense Oligonukleotiden
in vivo durch wiederholte Injektion der Oligonukleotide in psoriatischen Lasionen zu
einer eindeutigen Verringerung der epidermalen Hyperplasie (Wraight et al. 2000).
Diese durch Insulin und IGF-lI hervorgerufenen pathologischen Veranderungen
lassen sich auch auf der Ebene der Akt Aktivierung bestatigen. So sind diese
hyperproliferativen Erkrankungen der Haut mit GbermaRig verstarkter Aktivitat der Akt
Kinase assoziiert. Es konnte in psoriatischer Haut eine starke Induktion der Akt
Phosphorylierung gezeigt werden (Rosenberger et al. 2007). Auch die in der
Pathogenese der Psoriasis auftretende Induktion der Chemokinbildung durch IL-18
wird Uber eine Aktivierung der Akt Kinase vermittelt wird (Kanda et al. 2007).

Daher ware es denkbar, die Hemmung der Aktivitat der Akt Kinase als
therapeutischen Ansatz zur Behandlung hyperproliferativer Erkrankungen zu nutzen.
Dies bestatigt das Potential des S1P in der Behandlung der Psoriasis, da im Rahmen
dieser Arbeit nicht nur ein antiproliferativer Effekt des S1P auf humane Keratinozyten
gezeigt wurde, sondern daruber hinaus eine Hemmung des mitogenen Effektes des
Insulins.

Der hemmende Einfluss des S1P auf das Insulin-vermittelte Wachstum der Zellen
wurde in einer massiven Reduktion der [*H]Thymidin Inkorporation um bis zu 70 %
sichtbar, wenn Keratinozyten vor der Stimulation mit Insulin mit 10 yM S1P fur
10 min vorbehandelt wurden. Damit sind diese Versuchsbedingungen vergleichbar
mit der Analyse der Akt Aktivitat, die zu diesem Zeitpunkt den Maximaleffekt des S1P
in der Hemmung der Insulin-induzierten Akt Phosphorylierung aufwies. Diese
Beobachtung zeigt deutlich die enge Verknupfung der Aktivitat der Akt Kinase mit der

Proliferation der Zellen.
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Zahlreiche Studien zeigen S1P als Promotor des =zellularen Wachstums in
verschiedenen Zellenarten (Watterson et al. 2003; Radeff-Huang et al. 2004). Dies
scheint angesichts der hier gezeigten antiproliferativen Wirkung des S1P
Uberraschend, ist jedoch damit zu erklaren, dass S1P in diesen Zellen auch eine
Aktivierung der Akt Kinase auszulésen vermag. So wurde beispielsweise in Zellen
der glatten Muskulatur sowohl ein starker proliferativer Effekt des S1P als auch eine
Aktivierung der Akt Kinase nach Stimulation mit S1P gezeigt (Hsieh et al. 2007). In
hepatischen Myofibroblasten, Hepatozyten und murinen Myoblasten wurde ein
antiproliferativer Effekt von S1P beschrieben (Davaille et al. 2000; Ikeda et al. 2003;
Donati et al. 2005). In Ubereinstimmung zu dieser Arbeit wurde ein
wachstumshemmender Effekt des S1P auch in humanen Keratinozyten gezeigt. Die
Proliferation der Keratinozyten liel® sich ebenso durch LY294002 hemmen. Da die
gleichzeitige Stimulation mit S1P und LY294002 keinen starkeren synergistischen
Effekt fir die Wachstumshemmung hatte, wurde ein gemeinsamer Signalweg flur die
Vermittlung der Proliferationshemmung angenommen (Kim et al. 2004). Dies konnte
in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Erstmals wurde daruber hinaus die
Interaktion mit mitogenen Signalwegen des Insulins gezeigt, die durch eine

Hemmung der Aktivitat der Akt Kinase vermittelt wird.

4.1.3 Beteiligung der PKC

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zugrunde liegenden Signalwege des S1P, die
zur Akt Dephosphorylierung und nachfolgenden Hemmung der Proliferation fuhren,
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass S1P Uber eine Aktivierung der PKCd die
Hemmung der Akt Kinase und die dadurch bedingte wachstumshemmende Wirkung
vermittelt. Dies konnte sowohl unter basalen Bedingungen, als auch bei Stimulation
mit Insulin gezeigt werden. Die Aussagekraft der Experimente wurde durch die
gegensatzlichen Ansatze, die Hemmung der PKC und deren Aktivierung durch TPA,
verstarkt. So zeigt der PKC Aktivator ein analoges Verhalten zum S1P, wobei die
Hemmung der Insulin-induzierten Akt Phosphorylierung durch TPA etwas starker
ausfiel als bei der Vorinkubation mit S1P. Daneben fuhrte die Aktivierung der PKC
auch zu einer vergleichbaren Beeinflussung des mitogenen Insulineffektes, denn
sowohl S1P als auch TPA hemmten die Insulin-induzierte Proliferation.

Die Aktivierung der PKC durch S1P setzte sehr rasch ein. So konnte sowohl die

Western Blot-Analyse der PKC (pan) als auch der PKCd Phosphorylierung
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Ubereinstimmend zeigen, dass bereits nach 5 min eine Aktivierung vorlag. Damit trat
die PKC® Aktivierung rascher ein als die durch S1P hervorgerufene
Dephosphorylierung der durch Insulin aktivierten Akt Kinase. Daher ist es moglich,
dass S1P seine hemmenden Einflisse auf die Aktivitat der Akt Kinase und die
Proliferation Uber eine Aktivierung der PKC& vermittelt. In Analogie zu den hier
gezeigten Ergebnissen konnte in murinen Keratinozyten eine Dephosphorylierung
der Akt Kinase im basalen Zustand sowie nach Aktivierung durch IGF-I durch TPA
hervorgerufen werden. Auch hier wurde die PKC® als negativer Regulator der Akt
Kinase identifiziert. Li et al. zeigten jedoch aulerdem, dass die negative
Beeinflussung der Akt Kinase neben der PKC& noch durch den PKCe Subtyp
vermittelt wurde. Weiterhin zeigte diese Studie, dass PKCa die Phosphorylierung der
Akt verstarkte (Li et al. 2006). In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit wurde
auch in Endothelzellen eine durch die PKCd vermittelte Dephosphorylierung der Akt
Kinase beschrieben (Thors et al. 2003). Die Effekte einer PKC Aktivierung auf
Keratinozyten werden jedoch kontrar diskutiert. Wie bereits angedeutet, spielen
dabei subtypspezifische Effekte eine groRe Rolle. So fihrte die Uberexpression der
PKCa oder der PKC® zu einer verminderten Proliferation von Zellen der
immortalisierten humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT, wohingegen eine
verstarkte Expression der PKCB oder der PKCe erhdhtes Zellwachstum hervorrief
(Papp et al. 2004). Dies ist damit in Analogie zu den Proliferationsmessungen in
Gegenwart von PKCd siRNA, die ebenso den wachstumshemmenden Effekt der
PKCd zeigen. In mit PKCd siRNA behandelten Keratinozyten vermochte S1P weder
die basale Wachstumsrate zu reduzieren noch das durch Insulin induzierte
Wachstum. Doch fuhrte die Abwesenheit der PKCd nicht zu einer Erhdhung der
Proliferationsrate, was jedoch durch den kurzen Beobachtungszeitraum erklarbar ist.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde in der Arbeitsgruppe von
T. Tennenbaum eine positive Rolle der PKCd in der Proliferation von Keratinozyten
gezeigt: So fiihrte die Uberexpression der PKC® zu einem verstarkten Zellwachstum
(Gartsbein et al. 2006). Daneben konnte aullerdem gezeigt werden, dass der
mitogene Effekt des Insulins Gber eine Aktivierung der PKC® durch Insulin vermittelt
wird (Shen et al. 2001). Dies steht damit im klaren Gegensatz zu dem hier gezeigten
negativen Einfluss der PKCd auf die Proliferation humaner Keratinozyten. Der
mitogene Effekt des Insulins kann in dem hier zugrunde liegenden Zellsystem jedoch

nicht durch eine Aktivierung der PKCd vermittelt werden, da Insulin keineswegs die
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Phosphorylierung der PKCd zu induzieren vermochte. Abschlieend ist allerdings zu
sagen, dass die Mehrzahl aller Studien eine negative Beeinflussung der zellularen
Proliferation durch PKC® zeigen (Jackson et al. 2004).

Eine Aktivierung der PKC® durch S1P wurde in dieser Arbeit erstmals in
Keratinozyten gezeigt. Fur 1,25(0OH);D3; konnte bereits eine PKC Aktivierung in
Keratinozyten gezeigt werden, die jedoch nicht auf die Ebene der PKC Subtypen
differenziert betrachtet wurde (Hanafin et al. 1995; Manggau et al. 2001). Die
Aktivierung der PKC ist von entscheidender Bedeutung fur die Induktion der
Differenzierung der Keratinozyten durch 1,25(0OH),D3 (Bollinger-Bollag et al. 2001).
Damit ist die hier gezeigte Aktivierung der PKC® durch S1P in Einklang zu der
Fahigkeit des Sphingolipids, die Differenzierung der Keratinozyten auszul6sen (Sun
et al. 2008).

Eine Aktivierung der PKC® wird oft mit der Vermittlung apoptotischer Signalwege
assoziiert. So kann die Uberexpression der PKC® auch zu einer Induktion der
Apoptose in Keratinozyten flhren (Li et al. 1999). Doch ist eindeutig, dass der
antiproliferative Effekt des S1P zwar auf eine Aktivierung der PKC® zurtckzufuhren
ist, dieser aber nicht durch eine Induktion der Apoptose hervorgerufen wird, denn
S1P zeigt ausgesprochene zytoprotektive Eigenschaften in humanen Keratinozyten.
Wie die Experimente mit den Hemmstoffen der PKC, Ro-31-8220 und Rottlerin,
zeigen, existiert eine basale Kontrolle der Aktivitat der Akt Kinase durch die PKC, da
in unstimulierten Keratinozyten die Hemmung der PKC zu einer massiven
Verstarkung der Phosphorylierung der Akt Kinase fuhrte. Eine Bestatigung dieser
Theorie kann in der Messung der Akt Phosphorylierung in Gegenwart von PKC®
siRNA gesehen werden, da in Abwesenheit der PKCd Insulin eine starkere

Phosphorylierung zu induzieren vermochte als in Anwesenheit dieses PKC Subtyps.

4.1.4 Beteiligung des S1P, Rezeptors

Die hier gezeigte Hemmung der Insulin-induzierten Akt Phosphorylierung durch S1P
erwies sich als nicht vollstandig PTX-sensitiv. In Einklang dazu war auch der
antiproliferative Effekt des S1P in Keratinozyten nur teilweise durch PTX hemmbar
(Vogler et al. 2003). Dies zeigt eine Beteiligung der S1P Rezeptoren an der
Hemmung der Akt Kinase, obgleich intrazellulare Effekte aufgrund der nur teilweisen
Hemmung des S1P-Effektes durch PTX nicht ausgeschlossen werden konnen.

Jedoch vermittelt S1P nahezu alle Effekte Uber die Aktivierung seiner Rezeptoren.
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So wird auch die Regulation der Proliferation durch die Aktivierung der GPCR
vermittelt (Radeff-Huang et al. 2004). Die PTX-Experimente deuten darauf hin, dass
S1P Rezeptoren an diesem Signalweg beteiligt sind, die nicht ausschliel3lich Uber
Gi-Proteine agieren. Die Experimente unter Anwendung der Antisense Strategie zur
Hemmung der Rezeptorexpression zeigten, dass eindeutig der S1P, Rezeptor der
einzige fur die Dephosphorylierung der aktivierten Akt Kinase verantwortliche
Rezeptorsubtyp ist. Da in Abwesenheit des S1P, Rezeptors S1P zu keinerlei
Beeinflussung der Insulin-induzierten Akt Phosphorylierung fuhrte, kdnnen
intrazellulare S1P-Effekte ausgeschlossen werden. Der Expressionsstatus der
jeweiligen S1P Rezeptoren ist von grof’er Bedeutung fur die zellulare Antwort auf
eine Stimulation mit S1P. Damit ist zu erklaren, dass S1P abhangig von der Zellart
proliferative wie auch antiproliferative Wirkungen hervorrufen kann. In glatten
Muskelzellen kann die Aktivierung des S1P1 Rezeptors durch S1P zu einer Induktion
der Proliferation fihren (Kluk et al. 2001). Dagegen wurde fiur die Proliferation
humaner Endothelzellen eine Beteiligung von sowohl S1P4 als auch S1P3; gezeigt
(Kimura et al. 2000).

Primare humane Keratinozyten exprimieren alle funf S1P Rezeptoren. Diese Arbeit
zeigt allerdings eindeutig die Rolle des S1P, Rezeptorsubtyps in der Hemmung der
Insulin-induzierten Proliferation. Dies konnte auf allen Ebenen des Signalweges
bestatigt werden. So ist der S1P, Rezeptor an der PKCd Aktivierung, der
Dephosphorylierung der aktivierten Akt Kinase und schlieBlich an der
Proliferationshemmung beteiligt. Damit wurde dem S1P, Rezeptor erstmals eine
zellulare Funktion in humanen Keratinozyten zugewiesen. In Einklang zu den hier
vorgestellten Ergebnissen vermittelt S1P in Hepatozyten und Myoblasten eine
Hemmung der Proliferation Uber diesen Rezeptorsubtyp (lkeda et al. 2003; Donati et
al. 2005). Doch kann der S1P, Rezeptor im Gegensatz dazu in hepatischen
Myofibroblasten oder Mesangiumzellen eine mitogene Wirkung vermitteln (Katsuma
et al. 2002; Serriere-Lanneau et al. 2007). Diese divergenten Effekte des S1P
konnen zumindest teilweise durch das individuelle zellulare Kopplungsmuster der
S1P Rezeptorsubtypen erklart werden.

Die Rolle des S1P, Rezeptors in der Vermittlung der Dephosphorylierung der durch
Insulin aktivierten Akt Kinase wurde neben der Hemmung der Expression des
Rezeptors durch Antisense ODN durch den Einsatz des S1P, Rezeptorantagonisten
JTEO13 und des Rezeptoragonisten FTY720-P gezeigt. FTY720-P vermag an allen
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S1P Rezeptoren auller dem S1P, Rezeptor agonistisch zu wirken. Daher war es
nicht Uberraschend, dass FTY720-P das Wachstum der Keratinozyten nicht
beeinflusste und die mitogene Wirkung des S1P nicht hemmte.

In Analogie zum Einfluss des FTY720-P auf das Wachstum der Keratinozyten wird
ebenso die Proliferation der B- und T-Zellen nicht beeinflusst, was die innovative
Wirkungsweise des FTY720 gegenuber konventionellen Immunsuppressiva
verdeutlicht (Brinkmann et al. 2004). Darlber hinaus wurde eine weitere
Beeinflussung der zellularen Proliferation durch FTY720 gezeigt, denn FTY720 wirkt
antiproliferativ in Zellen des Leberkarzinoms, nicht aber in gesunden Hepatozyten
(Ho et al. 2005). Es ist von groRer Bedeutung, die Wirkung des Immunomodulators
FTY720 in Geweben zu untersuchen, die unabhangig von seinem Wirkort, den
Lymphozyten, sind. Da sich FTY720 derzeit noch in klinischen Prufungen befindet,
sind Wirkungen auf andere Zellen fur das Abschatzen moglicher Nebenwirkungen
von Interesse.

Weniger eindeutig als die Beteiligung des S1P, Rezeptors an der
Dephosphorylierung der Akt war allerdings dessen Beteiligung an der Aktivierung der
PKCbd. Sowohl in Gegenwart von S1P, Rezeptor Antisense ODN als auch im Falle
der Nichtstimulation des S1P, Rezeptors durch FTY720-P oder durch die Hemmung
des Rezeptors mit JTE013 war eine leichte Aktivierung der PKC® detektierbar. Dies
deutet darauf hin, dass an diesem Punkt der Signalkaskade neben dem S1P;

Rezeptor mdglicherweise noch ein weiterer Rezeptorsubtyp beteiligt ist.

4.1.5 Bedeutung fiir die Therapie der Psoriasis

AbschlieBend ist zu sagen, dass diese Ergebnisse zur Interaktion von Insulin-
vermittelten Signalwegen durch S1P in der Regulation der Akt Kinase einen
wichtigen Ansatzpunkt in der Behandlung hyperproliferativer Erkrankungen
aufzeigen. Die Beteiligung der S1P, Rezeptors an der Dephosphorylierung der Akt
Kinase verdeutlicht einen malRgeblichen Unterschied in der Wirkung des S1P und
des Rezeptoragonisten FTY720-P. Daraus lasst sich eine Uberlegenheit des S1P
gegenuber FTY720-P in der Behandlung hyperproliferativer Erkrankungen ableiten.
Hinzu kommt, dass die PKC ein wichtiger Regulator der Proliferation der
Keratinozyten ist. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Pathogenese der

Psoriasis mit einer stark geminderten Aktivitat der PKC assoziiert ist (Horn et al.
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1987; Inohara et al. 1988). So wird deutlich, dass S1P Uber eine Aktivierung der

PKCb zu einer Normalisierung der deregulierten Proliferation fihren kann.

4.1.6 Folgen der Interaktion von S1P mit Insulin-vermittelten Signalwegen fiir
die Apoptose

Die Regulation der Apoptose spielt flr die epidermale Entwicklung eine tragende
Rolle, wobei die Balance zwischen Apoptose und Proliferation fir die
Aufrechterhaltung der Dicke der Epidermis und der Bildung der Hornschicht
verantwortlich ist. Doch kann eine Deregulation der Apoptose sowie der Proliferation
die Pathogenese der Psoriasis oder die Tumorbildung fordern. Epidermale
Hyperplasie oder Hyperkeratose sind durch verminderte Apoptose der Keratinozyten
gekennzeichnet. So zeigen Keratinozyten psoriatischer Lasionen eine verminderte
spontane Apoptoserate und sind resistent gegen eine Induktion der Apoptose (Raj et
al. 2006).

Wie bereits eingangs erwéahnt ist die psoriatische Haut durch eine Uberaktivitat der
Insulin/IGF-vermittelten Signalwege gekennzeichnet, was durch eine verstarkte
Phosphorylierung der Akt Kinase in den psoriatischen Lasionen zur
Hyperproliferation der Keratinozyten fuhrt. Neben dem starken mitogenen Effekt des
Insulins kommt aber ebenso der antiapoptotische Effekt des Insulins in der
psoriatischen Haut zum Tragen.

Die antiapoptotische Wirkung des Insulins auf Keratinozyten ist schon lange bekannt.
So schitzt Insulin humane Keratinozyten vor der durch UVB Strahlung induzierten
Apoptose (Kuhn et al. 1999). Daneben vermag Insulin in verschiedensten Zellarten,
wie in Kardiomyozyten, Makrophagen oder Endothelzellen, antiapoptotisch zu wirken
(Hermann et al. 2000; Leffler et al. 2007; Morisco et al. 2007). Ebenso schutzt IGF-I
murine Keratinozyten vor UVC-induzierter Apoptose (Li et al. 2006). Im Rahmen
dieser Arbeit konnte die starke hemmende Wirkung des Insulins auf die Induktion der
Apoptose durch TNFa und Actinomycin D in primaren humanen Keratinozyten
bestatigt werden.

Da nahezu alle durch Insulin hervorgerufenen Effekte Uber den PI3K/Akt Signalweg
vermittelt werden, kommt diesem Signalweg auch in der Regulation der Apoptose
eine besondere Rolle zu. So wird der antiapoptotische Effekt des Insulins durch eine
Aktivierung der Akt Kinase hervorgerufen (Lawlor et al. 2001). Gleiches gilt fur die
antiapoptotische Wirkung des IGF-I, welche ebenso Uber die Akt Kinase vermittelt

wird (Vincent et al. 2002). Die Signalwege, Uber die die Akt Kinase eine
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antiapoptotische Wirkung ausubt, wurden bereits sehr gut charakterisiert (Song et al.
2005).

Ausgehend von der Rolle der Akt Kinase in der Insulin-vermittelten Zytoprotektion
ware eine Interferenz der antiapoptotischen Signalwege des Insulins und des S1P
denkbar, da S1P eine ausgepragte Dephosphorylierung der Akt Kinase hervorrief.
Eine derartige Interaktion konnte bereits flr die Beeinflussung der Proliferation in
humanen Keratinozyten nachgewiesen werden. Tatsachlich konnte erstmals auch
eine Interferenz der antiapoptotischen Signalwege des S1P mit denen des Insulins
im Experiment gezeigt werden.

So flhrte eine Vorinkubation mit S1P zu einer Reduktion des antiapoptotischen
Effektes des Insulins. Diese Interferenz ist besonders bemerkenswert, da S1P selbst
eine protektive Wirkung auf Keratinozyten ausibt und ebenso wie Insulin einen
potenten Schutz vor der durch TNFa und Actinomycin D induzierten Apoptose
darstellt. Die antiapoptotische Wirkung des S1P ist in einer Vielzahl von Zellarten
beschrieben worden. So wurde eine Zytoprotektion von Melanozyten, Neutrophilen,
Makrophagen, Endothelzellen oder Myofibroblasten gezeigt (Radeff-Huang et al.
2004). Interessanterweise fuhrte die Vorinkubation der Zellen mit S1P nicht nur zu
einer Reduktion des antiapoptotischen Effektes des Insulins sondern auch des IGF-I.
Dies bestatigt, dass S1P Uber die Dephosphorylierung der Akt Kinase eine Reduktion
des antiapoptotischen Effektes evoziert, da sowohl Insulin als auch IGF-I ihre
antiapoptotische Wirkung uber die Akt Kinase vermitteln.

Dartber hinaus verdeutlichen diese Ergebnisse, dass S1P und Insulin ihre
antiapoptotische Wirkung jeweils Uber verschiedene unabhangige Signalwege
vermitteln, die in der Signaltransduktion der Keratinozyten koexistieren. Doch ergibt
sich aus der Hemmung der Akt Kinase durch S1P eine Interferenz dieser
Signalwege. Daher kommt es bei der Vorbehandlung der Zellen mit S1P vor der
Stimulation mit Insulin zu einer Reduktion der antiapoptotischen Wirkung auf das
Niveau der Wirkung des S1P allein, da in diesem Fall nur noch der protektive
Signalweg des S1P zum Tragen kommt. Die Existenz zweier alternativer
antiapoptotischer Signalwege in der gleichen Zelle, von denen der eine Akt-abhangig
und der andere Akt-unabhangig ist, wurde bereits in Fibroblasten gezeigt (Kulik et al.
1998).
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4.1.7 Rolle der Akt Kinase in der antiapoptotischen Wirkung des S1P

Die bisher gezeigten Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass S1P seine
antiapoptotische Wirkung Uber einen Akt-unabhangigen Signalweg vermittelt. Diese
Vermutung sollte durch den Einsatz des Hemmstoffs der PI3K LY294002 bestatigt
werden. Uberraschenderweise filhrte die Hemmung der PI3K jedoch zu einer
vollstandigen Aufhebung des S1P-Effektes. So zeigte S1P keinerlei zytoprotektive
Wirkung in Gegenwart von LY294002. Dieses Uberraschende Ergebnis lasst sich auf
verschiedene Weise deuten: Die einfachste Erklarung, dass der antiapoptotische
Effekt des S1P doch Uber einen Akt-abhangigen Signalweg vermittelt wird, ist
definitiv auszuschlieRen, da S1P keine Aktivierung der Akt Kinase hervorruft, diese
sogar hemmt. Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass flr die Vermittlung einer
Zytoprotektion eine gewisse basale Aktivitat der Akt Kinase notwendig ist. Dieser
Ansatz wird dadurch bestatigt, dass S1P die Akt Kinase nicht vollstandig hemmte.
Die Behandlung der Zellen mit LY294002 fuhrte dagegen zu einer massiven
Reduktion der Akt Phosphorylierung auf ein nicht mehr detektierbares Niveau, das
weit Uber den durch S1P erzeugten Effekt hinausgeht. Auf diese Weise kénnte ein
proapoptotischer Effekt des LY294002 den antiapoptotischen Effekt des S1P
vollstandig uberlagern.

Mdglich ist es aullerdem, dass S1P Uber einen PI3K-abhangigen jedoch Akt-
unabhangigen Signalweg seine antiapoptotische Wirkung vermittelt. Da LY294002
einen Hemmstoff der PI3K darstellt, ist streng genommen lediglich eine Aussage
Uber die Beteiligung der PI3K moglich. Zwar wird die Aktivierung der Akt Kinase
hauptsachlich Uber die PI3K vermittelt, doch wurden auch PI3K-unabhangige
Signalwege zur Aktivierung beschrieben. So kann eine Aktivierung der Akt ebenso
durch die PKA oder Ca?*/Calmodulin-abhingige Kinase vermittelt werden (Song et
al. 2005). Bestatigt wird diese Erklarung durch Untersuchungen in sinusoidalen
Endothelzellen. Auch hier war der antiapoptotische Effekt des S1P von der Akt
Kinase unabhangig, jedoch PI3K-abhangig (Zheng et al. 2006). Ebenso wurde fur die
antiapoptotische Wirkung des S1P auf Osteoblasten eine PI3K-Abhangigkeit und
Akt-Unabhangigkeit gezeigt (Grey et al. 2002). Somit ware fur die protektive Wirkung
des S1P in Keratinozyten eine Beteiligung der PI3K denkbar, obwohl die Akt Kinase
gehemmt wird.

Fast alle Untersuchungen zur antiapoptotischen Wirkung des S1P in verschiedensten

Zellen zeigen eine Beteiligung der Akt Kinase. Doch gerade in humanen
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Keratinozyten konnten bereits antiapoptotische Signalwege gezeigt werden, die nicht
durch die Akt Kinase vermittelt werden. So wird die Expression des antiapoptotischen
Bcl-2 Proteins unabhangig vom PI3K/Akt Signalweg reguliert (Jost et al. 2001). Dies
ist besonders interessant, da der zytoprotektive Signalweg des S1P bereits durch
eine Induktion der Bcl-2 Expression in Keratinozyten beschrieben worden ist
(Manggau et al. 2001). Dies bestatigt die Theorie, dass S1P Uber einen PI3K/Akt-
unabhangigen Signalweg durch eine Induktion des Bcl-2 Proteins antiapoptotisch
wirkt. Auch die antiapoptotische Wirkung des 1,25(0OH),;D3 in Keratinozyten wird Akt-
unabhangig durch eine Reduktion der Aktivitat der Caspasen vermittelt (Diker-Cohen
et al. 2006).

4.1.8 Rolle des S1P; Rezeptors in der Modulation der antiapoptotischen
Wirkung des Insulins

Die Interferenz der antiapoptotischen Signalwege des Insulins und des S1P wird
durch die Dephosphorylierung der Akt Kinase durch S1P ausgelost. Da eindeutig
gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung des S1P, Rezeptors fir die
Dephosphorylierung verantwortlich ist, sollte auch dieser Rezeptorsubtyp fur die
Interferenz der antiapoptotischen Signalwege verantwortlich sein. Dies konnte durch
den Einsatz von JTEO013 und FTY720-P bestatigt werden. So kam es zu keiner
signifikanten Beeinflussung der antiapoptotischen Wirkung des Insulins durch S1P in
Gegenwart von JTEO13 oder durch FTY720-P. Dies bestatigt die entscheidende
Rolle des S1P, Rezeptors in der Hemmung der Akt Phosphorylierung und den damit
verbundenen zellularen Konsequenzen fir die Zytoprotektion. Dies zeigt weiterhin
die Uberlegenheit des S1P gegeniiber FTY720-P in der Behandlung
hyperproliferativer Erkrankungen, da nur S1P zu einer Hemmung der Uberaktiven
Insulin/IGF-vermittelten Signalwege fuhren kann und damit eine pathologisch
verminderte Apoptoserate der Keratinozyten auf ein normales Niveau zu regulieren
vermag.

Abb. 59 fasst die Beeinflussung der antiapoptotischen Signalwege des Insulins durch
S1P unter Berlcksichtigung der durch S1P selbst hervorgerufenen Zytoprotektion

schematisch zusammen:
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Abb. 59: Schematische Darstellung der Interaktion antiapoptotischer Signalwege des
Insulins und des S1P

4.2 Charakterisierung des antiapoptotischen Effektes des S1P

Zwar ist die antiapoptotische Wirkung des S1P in humanen Keratinozyten bereits
beschrieben worden, jedoch waren die zugrunde liegenden Signalwege nicht
bekannt. Lediglich wurde eine Beteiligung des Bcl-2 Proteins an der Vermittlung der
Protektion der Keratinozyten vor Apoptose beschrieben (Manggau et al. 2001).
Daher sollten die beteiligten Signalwege, die den antiapoptotischen Effekt des S1P in

Keratinozyten vermitteln, charakterisiert werden.

4.2.1 S1P;vermittelt die antiapoptotische Wirkung

Uber die Beteiligung der S1P Rezeptoren an der Vermittlung der antiapoptotischen
Wirkung in Keratinozyten lagen bisher keinerlei Kenntnisse vor. Durch den Einsatz
von PTX konnte eine Beteiligung der S1P Rezeptoren bestatigt werden, da eine
Hemmung der Vermittlung Uber Gi-Proteine die antiapoptotische Wirkung des S1P
reduzierte. Da der Effekt des S1P jedoch nicht vollstandig aufgehoben wurde, sind
entweder intrazellulare Effekte oder S1P Rezeptoren flir die antiapoptotische
Wirkung verantwortlich, die nicht ausschlieRlich uber Gi-Proteine wirken. Bis auf den
S1P1 Rezeptor koppeln alle anderen Rezeptorsubtypen Uber mindestens ein
weiteres G-Protein auRer dem Gi-Protein (Spiegel et al. 2003b). Damit konnte eine
ausschlieliche Beteiligung des S1P4 Rezeptors ausgeschlossen werden. Es konnte
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass dieser Subtyp neben weiteren
Rezeptoren oder intrazellularen Effekten beteiligt ist. Durch die Messung der
antiapoptotischen Wirkung des S1P4 Rezeptorantagonisten SEW2871 und des S1P
in mit S1P4 Antisense ODN behandelten Zellen konnte eine Beteiligung des S1P4

Rezeptors jedoch eindeutig ausgeschlossen werden. Im Rahmen dieser Arbeit
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durchgefuihrte Experimente, in denen die Expression der jeweiligen S1P
Rezeptorsubtypen durch Antisense ODN gehemmt worden war, zeigten, dass
ausschlielich der S1P3; Rezeptor die antiapoptotische Wirkung des S1P in humanen
Keratinozyten vermittelt.

Der S1P41 und S1P3 Rezeptorsubtyp sind vornehmlich an der Zytoprotektion beteiligt
(Radeff-Huang et al. 2004). Im Gegensatz zu der hier gezeigten Nichtbeteiligung des
S1P1 Rezeptors wurde eine Vermittlung der antiapoptotischen Wirkung Uber eine
Aktivierung dieses Rezeptorsubtyps in humanen und bovinen Endothelzellen gezeigt
(Morales-Ruiz et al. 2001; Igarashi et al. 2001a). Auch zeigte der S1P4
Rezeptorantagonist SEW2871, im Gegensatz zu seiner Wirkung in Keratinozyten, in
Kardiomyozyten zytoprotektives Potential (Zhang et al. 2007). In Ubereinstimmung
zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde die Bedeutung des S1P3; Rezeptors in der
Vermittlung antiapoptotischer Signalwege in embryonalen Fibroblasten Uber eine
Aktivierung der Akt Kinase gezeigt (Baudhuin et al. 2004). Daruber hinaus flhrte eine
stabile Transfektion des S1P3; Rezeptors in Hepatomzellen wie auch in CHO
(Chinese Hamster Ovary) Zellen zu einer Induktion antiapoptotischer Signalwege (An
et al. 2000; Banno et al. 2001). Die Bedeutung des S1P3; Rezeptorsubtyps fur die
Vermittlung antiapoptotischer Signalwege konnte in der vorliegenden Arbeit ebenso
in Keratinozyten gezeigt werden. So verlor S1P vollkommen seine antiapoptotische
Wirkung, wenn die Expression des S1P3; Rezeptors gehemmt war.

Jedoch st trotz der eindeutigen Identifizierung des S1P3; Rezeptors an der
Vermittlung der antiapoptotischen Wirkung eine maogliche intrazellulare Wirkung des
S1P aufgrund der Ergebnisse mit PTX nicht auszuschlieRen. So flhrt eine
Uberexpression der SphK in verschiedenen Zellarten durch eine Erhdhung des
intrazellularen S1P Spiegels zu einer antiapoptotischen Wirkung (Olivera et al. 1999;
Cuvillier et al. 2001). Zweifelsohne ist daher das intrazellulare Gleichgewicht
zwischen proapoptotischen Ceramiden und dem antiapoptotischen S1P von

entscheidender Bedeutung fiir das Uberleben einer Zelle (Spiegel et al. 2003b).

4.2.2 Rolle des S1P; Rezeptors

Interessanterweise wurde der antiapoptotische Effekt des S1P eindeutig starker,
wenn der S1P, oder der S1P4 Rezeptor nicht zur Interaktion zur Verfugung standen.
So konnte durch die Anwendung der Antisense-Technologie gezeigt werden, dass

sowohl bei der mit Transfektion Antisense ODN gegen den S1P, oder S1P4 Rezeptor
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als auch mit scrambled ODN S1P eindeutig antiapoptotisch wirkte. Jedoch war das
Ausmal} dieses Effektes im Falle der Abwesenheit dieser Rezeptoren noch starker.
Die Unterschiede zwischen den mit Antisense oder scrambled ODN behandelten
Zellen waren jedoch nicht signifikant. Um zu klaren, ob es sich hierbei um
unspezifische Effekte der Antisense ODN handelt, wurde die antiapoptotische
Wirkung des S1P in Gegenwart des Rezeptorantagonisten JTE013 untersucht. In
Ubereinstimmung zu den Ergebnissen der Antisense Experimente fiihrte S1P in
Gegenwart des Antagonisten auch hier zu einem starkeren antiapoptotischen Effekt.
Dies war zu erwarten und lasst sich durch eine verminderte Dephosphorylierung der
basalen Akt Kinase erklaren, da S1P diese Wirkung Uber den S1P, Rezeptorsubtyp
vermittelt. Damit ergibt sich neben dem Akt-unabhangigen antiapoptotischen
Signalweg durch die Hemmung der basalen Akt Kinase noch ein tendenziell
proapoptotisches Signal, das aber durch die dominierende protektive Wirkung des
S1P Uberlagert wird. Ist dieser Weg allerdings durch Hemmung des S1P, Rezeptors
ausgeschaltet, kommen ausschliellich antiapoptotische Effekte zum Tragen, was
sich in einer starkeren Reduktion der Apoptoserate niederschlagt. Die Tatsache,
dass S1P in einer Zelle uber Aktivierung seiner jeweiligen Rezeptorsubtypen
gegensatzliche Effekte ausliben kann, ist sehr interessant. Ein derartiger
Zusammenhang wurde bereits fir die Migration der CHO Zellen intensiv untersucht.
In Analogie zu den Ergebnissen zum antiapoptotischen Effekt in Keratinozyten wirkt
der S1P, Rezeptor hemmend auf die Migration der CHO Zellen, wohingegen der
S1P1 und S1P; Rezeptor diese fordern. Diese gegensatzliche Wirkung auf die
Migration wird durch die rezeptorsubtypspezifische Regulation der GTPasen der Rho
Familie vermittelt (Takuwa 2002). Die Verstarkung der antiapoptotischen Wirkung
des S1P in Abwesenheit des S1P4 Rezeptors konnte nicht geklart werden und ist
madglicherweise ein Effekt des Antisense ODN. Fir einen toxischen Effekt des S1P4
Antisense ODN spricht die Beobachtung, dass die Insulin-induzierte Akt

Phosphorylierung in Gegenwart von S1P4 Antisense ODN eindeutig vermindert war.

4.2.3 Antiapoptotische Wirkung des FTY720-P

AbschlieBRend wurde eine mdgliche Regulation der Apoptose durch FTY720-P
untersucht. Aufgrund der bisherigen Ergebnisse sollte die Aktivierung der S1P
Rezeptoren, insbesondere des S1P3; Rezeptorsubtyps, eine ausgepragte

antiapoptotische Wirkung hervorrufen. Dies konnte im Experiment bestatigt werden
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und so fuhrte die Stimulation mit FTY720-P zu einem eindeutigen Schutz der
Keratinozyten vor Apoptose. Unabhangig vom Wirkort in den Lymphozyten wurde
das antiapoptotische Potential des FTY720-P bereits in verschiedenen Zellen
untersucht. So wird ein protektiver Effekt auf die Gefalle und ein antiatherogenes
Potential des FTY720 beschriecben (Tolle et al. 2007). Ein Teilaspekt dieser
protektiven Wirkung des FTY720 wird bedingt durch die Aktivierung antiapoptotischer
Signalwege in Endothelzellen, die durch eine Phosphorylierung der Akt Kinase durch
FTY720-P vermittelt werden (Sanchez et al. 2003). In verschiedenen Krebszellen
kann jedoch ein proapoptotischer Effekt des FTY720-P beobachtet werden (Lee et
al. 2004; Shen et al. 2007). Diese Unterschiede lassen sich durch differierende
Expressionsmuster der S1P Rezeptoren erklaren, welche von grof3er Bedeutung fur

die Wirkung seines Agonisten sind.

4.3 NO-Abhangigkeit des antiapoptotischen Effektes

4.3.1 Rolle des NO in der Apoptose

Bei der Vermittlung der antiapoptotischen Wirkung des S1P spielt die eNOS eine
grol’e Rolle. Radeff-Huang et al. beschreiben diesen Signalweg Uber eine PI3K/Akt-
vermittelte Aktivierung der eNOS als den dominierenden antiapoptotischen
Signalweg des S1P (Radeff-Huang et al. 2004).

In der Haut ist der Botenstoff NO flir die Regulation physiologischer wie auch
pathophysiologischer Prozesse von grofl’er Bedeutung (Cals-Grierson et al. 2004).
Jedoch ist die Wirkung des NO hinsichtlich der Zytotoxizitat als januskopfig zu
beschreiben, denn niedrige Level an NO wirken antiapoptotisch, wahrend hohe
NO-Spiegel die Apoptose fordern. Auf der einen Seite wirkt NO proapoptotisch durch
oxidative Schadigung der DNA. Oft entsteht aus der Reaktion von NO mit reaktiven
Sauerstoffspezies Peroxynitrit, das als potentes Oxidans zur DNA-Fragmentierung
fuhren kann. Auf der anderen Seite kann NO Uber cGMP-abhangige Signalwege
antiapoptotisch wirken, indem die Aktivitat der Caspasen gehemmt wird oder die
Expression des Bcl-2 Proteins gesteigert wird. Dartber hinaus kann NO Uber eine
direkte S-Nitrosylierung der Caspasen deren Aktivitdat hemmen, direkt den Abbau von
Bcl-2 hemmen oder die Freisetzung von Cytochrom c verhindern (Kim et al. 1999).
Experimente mit verschiedenen NO Donatoren verdeutlichen ebenso die biphasische

Wirkung des NO: So wirken geringe Konzentrationen des NO Donators
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(0,01 - 0,25 mM) proliferationsférdernd auf Keratinozyten, wahrend
Konzentrationen > 0,5 mM zytostatisch wirken (Krischel et al. 1998).

In humanen Keratinozyten konnte im Rahmen dieser Arbeit eine positive Wirkung
des NO gezeigt werden. So wirkte NO protektiv auf Keratinozyten. Dies konnte zum
einen durch den Einsatz eines NO Donators gezeigt werden, der Keratinozyten
potent vor der Apoptose zu schiutzen vermochte. Zum anderen erwies sich der
antiapoptotische Signalweg des S1P als NO-abhangig, denn die Hemmung der NO-
Synthese fuhrte zur vollstandigen Aufhebung der protektiven Wirkung des S1P.
Somit konnte erstmals der zytoprotektive Signalweg des S1P in Keratinozyten naher
charakterisiert und als NO-abhangig beschrieben werden. Die zytoprotektive Wirkung
des NO in Keratinozyten wurde bereits intensiv von Weller et al. untersucht. Sie
zeigten, dass die durch UVB-induzierte Apoptose eindeutig durch L-NAME gefordert
und durch strukturell verschiedene NO Donatoren gehemmt wurde. Darlber hinaus
zeigten KO-Mause mit gehemmter NO-Synthese in den Zellen der Haut deutlich
héhere Apoptosemarker wie Caspase-3 Aktivitdt und DNA-Fragmentierung nach
Bestrahlung mit UVB als Wildtyp Mause (Weller et al. 2003). Die antiapoptotische
Wirkung des NO konnte ebenso in murinen Keratinozyten bestatigt werden
(Yamaoka et al. 2004).

Fur den antiapoptotischen Effekt des S1P wurde bereits eine Beteiligung des Bcl-2
Proteins gezeigt (Manggau et al. 2001). Diese Arbeit beschreibt erstmals die
Induktion der Expression des Bcl-2 Proteins durch S1P als NO-abhangigen Effekt.
So wird die Férderung der Expression des Proteins durch die Stimulation mit S1P im
Falle der Hemmung der NO-Synthese deutlich gemindert. Dies steht in Einklang zum
Wirkmechanismus des NO, Keratinozyten durch NO-abhangige Induktion des Bcl-2
Proteins vor UVA-induzierter Apoptose zu schitzen (Suschek et al. 1999). Yamaoka
et al. bestatigten diesen antiapoptotischen Signalweg des NO in murinen
Keratinozyten. Sie konnten neben einer Induktion der Bcl-2 Expression durch NO
eine verminderte Expression des p53 Proteins und damit verbunden eine Hemmung
der Cytochrom ¢ Freisetzung sowie eine Reduktion der Aktivitat der Caspase-3,

Caspase-8 und Caspase-9 durch NO beobachten (Yamaoka et al. 2004).
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4.3.2 NO-Synthasen

NO wird intrazellular in einer enzymatischen Reaktion aus dem Substrat L-Arginin
durch die NO-Synthasen gebildet. Zwar werden alle NO-Synthasen in der Haut
exprimiert, jedoch ist das Expressionsmuster der NO-Synthasen in den jeweiligen
Schichten der Haut unklar (Cals-Grierson et al. 2004). Gerade in Keratinozyten wird
die Expression der NO-Synthasen kontrar diskutiert. Durch PCR Analyse konnte die
Expression der nNOS mRNA in der humanen Haut gezeigt werden, nicht aber der
eNOS mRNA (Sirsjo et al. 1996). Dies konnte auf Ebene des Proteins von Baudouin
und Tachon bestatigt werden, die eindeutig nur das nNOS Protein als konstitutive
NO-Synthase in Keratinozyten identifizieren konnten (Baudouin et al. 1996). Das
Gegenteil wurde von Shimizu et al. gezeigt, die die Expression des Proteins der
eNOS nicht aber der nNOS in Keratinozyten detektieren konnten (Shimizu et al.
1997). Auch in der humanen Haut war nur der Nachweis des eNOS Proteins mdglich
(Sakai et al. 1996). Dies wurde durch Untersuchungen widerlegt, die zeigten, dass
Melanozyten, nicht Keratinozyten, die Quelle der eNOS mRNA in der Haut darstellen
(Jackson et al. 1998). Zwei aktuellere Studien zeigten jedoch sowohl die Expression
der nNOS als auch der eNOS auf Protein- und mRNA-Ebene in primaren humanen
Keratinozyten und HaCaT Zellen (Stallmeyer et al. 2002; Boissel et al. 2004).
Dagegen wurde die Expression der iNOS in Keratinozyten weniger stark diskutiert.
Zwar herrscht Uneinigkeit Uber eine mogliche konstitutive Expression, doch wurde
vielfach eine Induktion der iINOS in Keratinozyten gezeigt. So ist eine Induktion der
INOS durch verschiedene Zytokine wie Interleukine, TNFa, Interferon-y oder LPS in
Keratinozyten beschrieben worden (Bruch-Gerharz et al. 1996; Sirsjo et al. 1996;
Yamaoka et al. 2000). Daruber hinaus ist eine Induktion der iINOS auch durch UV-
Strahlung maoglich (Chang et al. 2003; Gonzalez-Maglio et al. 2005).

Aus dieser kontraren Diskussion ergab sich die Notwendigkeit, das
Expressionsmuster der NO-Synthasen flr die in dieser Arbeit eingesetzten primaren
humanen Keratinozyten eindeutig zu klaren. So konnte durch die PCR Analyse eine
Expression der konstitutiven NO-Synthasen eNOS und nNOS festgestellt werden.
Die Expression der eNOS konnte ebenso auf Proteinebene gezeigt werden. Doch
war das Ausmald der Proteinexpression in Keratinozyten wesentlich geringer als in
Endothelzellen. In unstimulierten Keratinozyten war dartber hinaus keine iNOS
MRNA detektierbar. Diese lief3 sich jedoch durch TNFa und UV-Strahlung induzieren.
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Dies steht in Einklang zu der Tatsache, dass entzindliche Erkrankungen der Haut
wie Psoriasis oder atopische Dermatitis mit einer starken Induktion der iNOS
Expression assoziiert sind (Cals-Grierson et al. 2004). Erstaunlich war allerdings,
dass die Expression des iINOS Proteins in unbehandelten Keratinozyten nachweisbar
war, obwohl in unstimulierten Zellen keine iINOS mRNA detektiert werden konnte.
Jedoch konnte eine konstitutive Expression des iINOS Proteins in der Haut von
weiteren Arbeitsgruppen bestatigt werden (Valacchi et al. 2002; Gonzalez-Maglio et
al. 2005).

4.3.3 Aktivierung der eNOS

Durch die Bestatigung, dass konstitutive NO-Synthasen in humanen Keratinozyten
exprimiert werden, war es nun mdoglich, die eNOS als die NO-Synthase zu
identifizieren, die den antiapoptotischen Effekt des S1P vermittelt. Der NO-Synthase
Hemmstoff L-NAME gilt zwar als unspezifisch, weist jedoch eine gewisse Selektivitat
fur die konstitutiven NO-Synthasen auf (ICso Werte: iINOS 14 uM, nNOS 10 yM und
eNOS 5,9 uM) (Salerno et al. 2002). Damit ergab sich aus der Aufhebung des
antiapoptotischen Effektes des S1P durch L-NAME eine Beteiligung der konstitutiven
NO-Synthasen.

Die groRe Bedeutung der eNOS flr die Vermittlung antiapoptotischer Signalwege ist
fur verschiedene Zellarten, insbesondere Endothelzellen, eindeutig gezeigt worden
(Albrecht et al. 2003). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
S1P auch eine Aktivierung der eNOS in humanen Keratinozyten induzierte. Erstmals
wurde damit eine Beteiligung der eNOS an der antiapoptotischen Wirkung des S1P
in Keratinozyten gezeigt. Dass die eNOS antiapoptotische Signalwege in
Keratinozyten vermittelt, wurde bisher lediglich in eNOS KO-Mausen gezeigt, deren
Keratinozyten verstarkte Apoptoseraten aufweisen (Weller et al. 2003). Um die
Beteiligung der eNOS an der antiapoptotischen Wirkung des S1P zu untermaueren,
waren Untersuchungen in eNOS KO-Mausen winschenswert.

In humanen Keratinozyten aktivierte S1P die eNOS durch Phosphorylierung an
Ser'"’. Diese Aktivierung der eNOS fiihrte somit zu einer gesteigerten Bildung von
NO in Keratinozyten. Ebenso wie die Aktivierung der eNOS erwies sich die Induktion
der NO-Synthese als konzentrationsabhéangig. Ubereinstimmend fiihrte eine
Stimulation der Keratinozyten mit 10 yM S1P sowohl in der Aktivierung der eNOS als
auch der NO-Bildung zum Maximaleffekt. Die Aktivitat der eNOS kann
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posttranslational durch Acetylierung, durch Protein-Protein-Interaktion oder durch
Phosphorylierung reguliert werden. Dabei erhdht eine Phosphorylierung an Ser''”
die Aktivitit, wahrend eine Phosphorylierung an Thr*®® die Aktivitt reduziert (Fleming
et al. 2003).

Eine Aktivierung der eNOS kann durch polypeptidische Wachstumsfaktoren wie
VEGF (vascular endothelial growth factor), Hormone, Liganden der GPCR oder auch
Uber nichtrezeptorvermittelte Signalwege wie durch Scherstress ausgeldst werden
(Dudzinski et al. 2006). Unter den Liganden der GPCR sind LPA und S1P von
besonderem Interesse. So ist die Aktivierung der eNOS in Endothelzellen durch S1P
bereits vielfach beschrieben (Morales-Ruiz et al. 2001; Igarashi et al. 2001a; Igarashi
et al. 2001b). Auch in sinusoidalen Endothelzellen wird die antiapoptotische Wirkung
des S1P durch eine Aktivierung der eNOS durch Phosphorylierung an Ser'"”’
evoziert (Zheng et al. 2006). Ebenso vermag der S1P Rezeptoragonist FTY720-P
eine Aktivierung der eNOS im Endothel hervorzurufen und so eine Vasodilatation zu
vermitteln (Télle et al. 2005). Die extrazellulare Regulation der Aktivitat der eNOS
durch GPCR konnte nun ebenso in humanen Keratinozyten gezeigt werden, da PTX
sowohl die Aktivierung der eNOS durch S1P hemmte als auch auf der nachfolgenden
Ebene die S1P-induzierte NO-Bildung aufhob. Da im Rahmen der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden konnte, dass die antiapoptotische Wirkung des S1P in
Keratinozyten durch eine Aktivierung des S1P3; Rezeptorsubtyps vermittelt wird, war
es nicht verwunderlich, dass eben dieser Rezeptorsubtyp die Aktivierung der eNOS
vermittelte. Eine Beteiligung von Gi-Proteinen an der S1P-vermittelten Aktivierung
der eNOS wurde bereits in Endothelzellen gezeigt (Morales-Ruiz et al. 2001; Igarashi
et al. 2001a).

In Einklang zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde bereits eine Beteiligung der
eNOS an der Vermittlung antiapoptotischer Signalwege des S1P in Endothelzellen
gezeigt. So schutzte S1P HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) Zellen
durch einen NO-abhangigen Signalweg vor Apoptose, welcher auch durch eine
Aktivierung der S1P Rezeptoren hervorgerufen wurde. Allerdings wurde hier die
Zytoprotektion im Gegensatz zur Wirkung in Keratinozyten vorrangig durch den S1P;
Rezeptor und nur teilweise Uber den S1P3; Rezeptor hervorgerufen (Kwon et al.

2001).
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4.3.4 Signalweg der eNOS Aktivierung

S1P vermittelte seine antiapoptotische Wirkung in humanen Keratinozyten durch eine
gesteigerte NO-Bildung, die durch eine Aktivierung der eNOS verursacht wurde. Dies
steht in Einklang zu den Ergebnissen von Kwon et al., die zeigen konnten, dass die
Protektion von Endothelzellen durch S1P ausschliel3lich durch eine gesteigerte
Aktivitat der eNOS hervorgerufen wurde und nicht durch Induktion des Proteins
(Kwon et al. 2001).

Die Aktivierung der eNOS kann in humanen Keratinozyten nicht durch die Akt Kinase
erfolgen, da S1P eine eindeutige Hemmung der Akt Kinase bewirkte. Durch den
Einsatz der beiden strukturell unabhangigen PI3K Hemmstoffe Wortmannin und
LY294002 konnte dies allerdings nicht bestatigt werden. So fihrte Wortmannin zu
einer eindeutigen Hemmung der S1P-vermittelten Aktivierung der eNOS und
Induktion der Bildung von NO. Auch in Gegenwart von LY294002 wurde die S1P-
induzierte eNOS Phosphorylierung gehemmt. Diese Ergebnisse waren besonders
Uberraschend, da S1P in Keratinozyten keine Aktivierung der Akt Kinase zu
evozieren vermochte. Doch sind die Ergebnisse in Analogie zu der beobachteten
Hemmung des antiapoptotischen Effektes des S1P durch LY294002 zu sehen.
Bemerkenswert ist, dass die Untersuchung der eNOS Phosphorylierung in
Gegenwart von Wortmannin eine maximale Dephosphorylierung des Proteins in
unstimulierten Zellen zeigte. Moglicherweise fuhrt der Hemmstoff daher zu einer so
starken basalen Hemmung des Proteins, dass keinerlei Effekte durch Stimulation
ausgelost werden konnen. Unabhangig davon ist es wie bereits erwahnt mdglich,
dass S1P antiapoptotische Signalwege Uber PI3K-abhangige und Akt-unabhangige
Signalwege aktiviert. So wird auch in sinusoidalen Endothelzellen die zytoprotektive
Wirkung des S1P uber eine Aktivierung der eNOS vermittelt, wobei in diesen Zellen
allerdings keine Aktivierung der Akt Kinase durch S1P beobachtet werden konnte.
Jedoch konnte auch hier eine Hemmung der S1P-induzierten eNOS
Phosphorylierung durch LY294002 gezeigt werden (Zheng et al. 2006). Darlber
hinaus wurde fur die Aktivierung der eNOS in BAEC Zellen ebenso eine Akt-
Unabhéangigkeit beschrieben und die Uberexpression einer dominant-negativen Akt
Mutante fuhrte zu keiner Beeinflussung der eNOS Aktivitat. Dennoch erwies sich die
eNOS Phosphorylierung eindeutig als PI3K-anhangig, da sie durch Wortmannin
gehemmt wurde (Boo et al. 2002). Die in dieser Arbeit beobachteten Unterschiede in

der Hemmung der eNOS Phosphorylierung durch Wortmannin und LY294002 lassen
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sich durch die unterschiedliche Effektivitat der Hemmstoffe erklaren. So konnte
bereits gezeigt werden, dass beide Hemmstoffe, trotz gleicher Wirkung auf die
Hemmung der PI3K, eine unterschiedliche Hemmung der nachfolgenden zellularen
Effekte wie die Insulin-induzierte Akt Phosphorylierung hervorrufen (Adi et al. 2001).
AbschlieRend ist daher zu sagen, dass LY294002 und Wortmannin keine adaquaten
Werkzeuge darstellen, um eine Beteiligung der Akt Kinase an zellularen Signalwegen
zu untersuchen.

Der Signalweg, uber den S1P eine Aktivierung der eNOS in Keratinozyten induziert,

bleibt unklar. Die Phosphorylierung der eNOS an Ser''"”

wird zwar hauptsachlich
uber die Akt Kinase vermittelt, doch kann die Vermittlung auch Uber alternative
Kinasen erfolgen. So ist eine Phosphorylierung an Ser''”” auch durch die PKA, die
Calmodulinkinase Il (CaMKIl) oder die AMP Kinase (AMPK) mdglich (Sessa 2004).
Die Beteiligung der CaMKII wurde durch den Einsatz des spezifischen Hemmstoffs
KN-93 untersucht wie die der AMPK durch den spezifischen Aktivator AICAR (nicht
gezeigt). Doch fiuhrten beide Ansatze nicht zum Nachweis einer eindeutigen

Beteiligung dieser Kinasen an der S1P-vermittelten eNOS Aktivierung.

4.3.5 Regulation der eNOS mRNA

S1P vermittelte nicht nur die Phosphorylierung der eNOS, sondern die Stimulation
der Keratinozyten mit S1P flhrte auch zu einer starken Induktion der eNOS mRNA.
Bereits nach einer Stunde wurde eine gesteigerte Transkription des eNOS Gens
beobachtet. Eine Induktion der eNOS Transkription wurde durch zahlreiche Faktoren
beschrieben. So fuhren Scherstress, Wachstumsfaktoren wie TGFB, VEGF oder
PDGF (platelet-derived growth factor) oder Hormone wie Insulin oder Estradiol zu
einer gesteigerten Bindung von Transkriptionsfaktoren an ihre spezifischen eNOS
Promotor Sequenzen und damit zu einer erhohten Bildung von eNOS mRNA.
Demgegenuber ist auch eine Hemmung der Transkription durch Zytokine mdglich (Li
et al. 2002).

TGFB reguliert die Transkription von Zielgenen Uber eine Aktivierung des Smad
Signalweges. Ein durch den TGF(3 Rezeptor aktivierter Komplex aus Rezeptor Smad
Protein und kooperativem Smad Protein wandert in den Zellkern ein, wo er
Wechselwirkungen mit Transkriptionsfaktoren eingeht oder durch direkte Interaktion
mit der DNA die Transkription beeinflusst (Massague et al. 2005). Da auch S1P die

Aktivierung dieses Smad Signalweges in Keratinozyten hervorrufen kann, ware eine

124



4 Diskussion

Regulation der Transkription der eNOS auf diesem Wege denkbar (Sauer et al.
2004).

Der Schluss, dass S1P die Bildung von NO durch eine verstarkte Transkription und
nachfolgend einer gesteigerten Translation vermittelt, konnte nicht bestatigt werden,
da S1P die Expression des eNOS Proteins zu keinem Zeitpunkt beeinflusste. Doch
auch noch auf posttranskriptionaler Ebene ist eine Regulation der eNOS mRNA
moglich, was aufgrund einer beschleunigten Degradation der mRNA zu einer
verminderten Expression des Proteins fuhren kann (Fleming et al. 2003). Fur diesen
Ansatz liegen allerdings keinerlei Anhaltspunkte vor. Die Tatsache, dass der Level
der Expression von eNOS mRNA und Protein nicht Ubereinstimmen, steht in
Einklang zu den Ergebnissen von Stallmeyer et al., die eindeutig eNOS mRNA und
dagegen nur sehr geringe Level an Protein in primaren humanen Keratinozyten und
HaCaT Zellen, nachweisen konnten (Stallmeyer et al. 2002).

Wahrscheinlich besitzt die Induktion der eNOS mRNA jedoch keinerlei Relevanz fir
die antiapoptotische Wirkung des S1P. Ebenso wie in Keratinozyten vermittelt S1P in
HUVEC Zellen eine antiapoptotische Wirkung durch eine Induktion der Bildung von
NO Uber eine Aktivierung der eNOS. Doch in Analogie zu den hier gezeigten
Ergebnissen wird die Expression des eNOS Proteins durch S1P nicht beeinflusst,
wohingegen eine deutliche Aktivierung des Enzyms beobachtet werden konnte
(Kwon et al. 2001). Die entscheidende Regulation der Enzymaktivitat der eNOS
besteht nicht in der Modulation der Expression sondern in der Phosphorylierung des
Proteins. Die beobachtete Induktion der NO-Synthese durch S1P muss daher
ausschlieRlich auf die Steigerung der Enzymaktivitdt durch Phosphorylierung

zuruckgefuhrt werden, da der Level an eNOS Protein nicht erhoht wurde.

4.3.6 Regulation der iINOS

Neben der Vermittlung des antiapoptotischen Effektes des S1P durch die Aktivierung
der eNOS zeigte sich noch eine weitere Wirkung des S1P auf den NO-Haushalt. Da
beobachtet werden konnte, dass das Ausldsen der Apoptose durch Stimulation der
Zellen mit TNFa und Actinomycin D mit einer Induktion der iINOS einherging, war es
von Interesse, die Wirkung des S1P auf diese NO-Synthase zu untersuchen. So
zeigte sich, dass S1P die Induktion der iINOS sowohl auf transkriptionaler als auch
auf translationaler Ebene hemmte. Damit konnten zwei verschiedene Signalwege

des S1P gezeigt werden, die durch Regulation des NO-Haushaltes den
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antiapoptotischen Effekt vermitteln. Wie auch die eNOS Aktivierung erwies sich die
Hemmung der Expression der iINOS als ein durch S1P Rezeptoren vermittelter
Prozess.

Die Tatsache, dass NO sowohl an der Induktion der Apoptose als auch an
zytoprotektiven Signalwegen beteiligt ist, offenbart das januskdpfige Verhalten des
NO. Dies wird durch die Mengen an NO, die auf eine Zelle wirken, und damit der
spezifischen Aktivierung der jeweiligen NO-Synthase erklart. Der iINOS wird, bedingt
durch ihr Vermogen zytotoxische Mengen an NO zu bilden, eine proapoptotische
Wirkung zugeschrieben (Dimmeler et al. 1997). Dies steht in Einklang zu der
Tatsache, dass TNFa und Actinomycin D eine Induktion der iINOS sowohl auf mMRNA-
als auch auf Proteinebene auslosten. Der Schwellenwert der Menge an NO, der zu
einer Induktion der Apoptose fuhren kann, ist von Zelle zu Zelle verschieden und wird
auch durch den Redoxzustand der Zelle sowie die Expression antiapoptotischer
Proteine bestimmt. Mdglichweise ist hierin auch der Grund fir den geringen Effekt
der Stimulation mit TNFa allein zu sehen, da eine Induktion der iINOS nur in
Gegenwart von Actinomycin D auftrat, das eine Hemmung der Transkription
antiapoptotischer Gene verursacht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eindeutig die Induktion der INOS mit dem Ausldésen
der Apoptose in Keratinozyten assoziiert werden. Im Gegensatz dazu konnte jedoch
eine protektive Wirkung der iNOS gezeigt werden. So wiesen zwei Arbeitsgruppen
nach, dass eine Induktion der iINOS die Haut vor Schadigung durch UV-Strahlung
schitzt. Die UV-Exposition verursacht eine zytotoxische Peroxidation von Lipiden,
die durch iNOS-generiertes NO vermindert werden kann (Lee et al. 2000;
Gonzalez-Maglio et al. 2005). Jedoch bleibt das oxidative Potential des NO
unbestritten.

Eine solche Hemmung der Induktion der iINOS durch S1P wurde bereits in
Mesangiumzellen beobachtet. Auch hier fuhrte S1P zu einer deutlichen Hemmung
der Expression der durch IL-1B induzierten iNOS. Uber eine Aktivierung des Smad
Signalweges durch S1P war eine Kontrolle der Transkription des iINOS Gens
modglich, was sich in einer verminderten Expression der iNOS mRNA und
verminderter Enzymaktivitdt niederschlug (Xin et al. 2004). Daher ist auch in
humanen Keratinozyten eine Hemmung der iNOS Expression uber die Aktivierung
des Smad Signalweges durch S1P denkbar. Die Wirkung des S1P konnte in

Chondrozyten und VSMC (vascular smooth muscle cells) Zellen bestatigt werden,
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denn auch hier fihrte S1P zu einer Hemmung der durch IL-1B induzierten iINOS
(Stradner et al. 2007; Machida et al. 2008). Die Hemmung der iINOS Expression
durch TGFp wurde bereits in zahlreichen Zellen beschrieben (Geller et al. 1998).

Die Hemmung der durch TNFa und Actinomycin D induzierten iNOS durch S1P
konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals in humanen Keratinozyten nachgewiesen

werden.

4.3.7 Bedeutung fiir die Therapie der Psoriasis

Der iINOS kommt eine besondere Bedeutung in entzindlichen Erkrankungen zu.
Daher ist es nicht verwunderlich, dass eine starke Induktion der INOS bei
entzundlichen Erkrankungen der Haut zu beobachten ist. Die verstarkte Expression
der iNOS bei Psoriasis ist lang bekannt und gut beschrieben (Bruch-Gerharz et al.
1996; Sirsjo et al. 1996; Ormerod et al. 1998). Daraus ergibt sich ein scheinbarer
Widerspruch, da psoriatische Haut durch eine Hyperproliferation der Keratinozyten
gekennzeichnet ist und demgegenuber die iINOS zytostatische NO-Mengen bildet.
Diese Beobachtung wird dadurch erklart, dass in der psoriatischen Epidermis neben
der Induktion der iINOS eine verstarkte Expression der Arginase-1 zu beobachten ist.
Auf diese Weise wird das Substratangebot fur die iINOS gesenkt und die so
produzierte geringere NO-Menge wirkt proliferationsférdernd (Bruch-Gerharz et al.
2003). Daher ergibt sich aus der hier gezeigten Wirkung des S1P, die Induktion der
iINOS zu hemmen, neben der Proliferationshemmung ein weiterer Ansatz, S1P in der

Therapie der Psoriasis einzusetzen.

4.4 Antiapoptotische Eigenschaften des LPA in BAEC

Die antiapoptotische Wirkung des Lysophospholipids LPA konnte erstmals in
Endothelzellen gezeigt werden und steht in Einklang zu der positiven Beeinflussung
der endothelialen Wundheilung und der Forderung der Angiogenese durch LPA
(Moolenaar et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass der antiapoptotische Effekt
des LPA uber eine Aktivierung der Akt Kinase vermittelt wird. Die hier gezeigte
Zytoprotektion der Endothelzellen durch LPA wurde bisher noch nicht beschrieben,
obwohl flr den verwandten Lipidmediator S1P bereits vielfach berichtet (Siess 2002).
Eine Aktivierung der Akt Kinase durch LPA wurde dagegen bereits in BAEC Zellen
beobachtet. So fuhrte die Aktivierung der LPA Rezeptoren unter Vermittlung der Akt
Kinase zu einer Aktivierung der eNOS (Kou et al. 2002). Doch wurde daraus keinerlei
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zelluldre Konsequenz abgeleitet. In Ubereinstimmung dazu konnte in unserer
Arbeitsgruppe eine Aktivierung der eNOS durch Phosphorylierung an Ser''”® durch
LPA beobachtet werden. Die Aktivierung der eNOS fuhrte zu einer Steigerung der
intrazellularen NO-Bildung. Diese Ergebnisse erklaren den der antiapoptotischen
Wirkung des LPA zugrunde liegenden Signalweg. So fuhrt die Aktivierung der Akt
Kinase unter Vermittlung der eNOS zum Schutz der BAEC Zellen vor TNFa und
Actinomycin D induzierter Apoptose. In Analogie zur Wirkung des S1P in
Keratinozyten aktiviert LPA in Endothelzellen Uber eine Phosphorylierung der eNOS
antiapoptotische Signalwege. Jedoch unterscheiden sich diese Signalwege in dem
Mechanismus, der zur Aktivierung der eNOS fluhrt. In Endothelzellen konnte
eindeutig eine Aktivierung der Akt Kinase durch LPA beobachtet werden sowie deren
Beteiligung an antiapoptotischen Signalwegen. Die Akt Kinase stellt nicht nur einen
bedeutenden Regulator der Zytoprotektion dar, sondern vermittelt ebenso die
Angiogenese (Kim et al. 2002). Dies offenbart damit eine kritische Rolle des LPA in
der Regulation des Tumorwachstums. Auch in der Pathogenese der Atherosklerose
kommt dem LPA eine grol3e Bedeutung zu. LPA und S1P werden vornehmlich von
aktivierten Thrombozyten gebildet. Ins Blut freigesetzte Lysophospholipide werden
an Albumin oder in Form von Lipoproteinen gebunden. Dabei scheint das LDL (low
density lipoprotein) die vornehmliche Quelle des LPA zu sein und die des S1P das
HDL (high density lipoprotein). Damit erklart sich die erhohte Konzentration von LPA
in atherosklerotischen Plaques. Beiden Lipoproteinen werden atherogene
Eigenschaften zugeschrieben (Siess 2002). Doch konnte eindeutig eine
zytoprotektive Wirkung des HDL gezeigt werden, die auf den antiapoptotischen Effekt
des S1P in Endothelzellen zurickzufuhren ist (Kimura et al. 2003). Erstmals wurde
hier die antiapoptotische Wirkung des LPA in Endothelzellen nachgewiesen. Die
Aktivierung der Akt Kinase durch LPA stellt das entscheidende Ereignis in der
nachgeschalteten Aktivierung der eNOS dar. Damit konnte ein weiterer
Mechanismus aufgezeigt werden, durch den auch LPA atheroprotektiv wirken kann,
da die positive Rolle des durch die eNOS generierten NO im Schutz der Gefalde vor
Atherosklerose bereits hinlanglich beschrieben worden (Mineo et al. 2006). Mit der
hier gezeigten antiapoptotischen Wirkung des LPA auf Endothelzellen ist die Rolle
des LPA in der Pathogenese der Atherosklerose differenzierter zu betrachten.

Eine Beteiligung der LPA Rezeptoren an der Aktivierung der Akt Kinase und der

damit verbundenen Zytoprotektion konnte durch den Einsatz von PTX gezeigt
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werden. Dies steht in Einklang zu den Ergebnissen von Kou et al., die in BAEC
Zellen ebenso eine PTX-sensitive Aktivierung der eNOS durch LPA beobachten
konnten (Kou et al. 2002). Eine Beteiligung des LPA; Rezeptors an antiapoptotischen
Signalwegen konnte bereits in Schwannschen Zellen gezeigt werden (Weiner et al.
1999). Die Aktivierung der LPA; und LPA,; Rezeptoren fuhrt auRerdem zu einer
Zytoprotektion von T-Lymphozyten (Goetzl et al. 1999). Dies verdeutlicht die
vielfaltige Wirkung der LPA Rezeptoren. Die spezifische Beteiligung der LPA
Rezeptorsubtypen an der Vermittlung des antiapoptotischen Effektes Uber eine

Aktivierung Akt Kinase sollte jedoch noch eindeutig geklart werden.
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4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte die antiproliferative und antiapoptotische Wirkung
von S1P auf Keratinozyten hinsichtlich der zugrunde liegenden Signaltransduktion
naher charakterisiert und mit der Stimulation spezifischer Rezeptoren assoziiert
werden. Aufgrund seines vielfaltigen Wirkungsspektrums stellt S1P einen potenten
Ansatz fur neuartige Therapieformen dar. Augrund des wachstumshemmenden und
differenzierungsfordernden Einfluss auf Keratinozyten, bietet sich die topische
Anwendung von S1P in der Behandlung hyperproliferativer Erkrankungen wie der
Psoriasis vulgaris an. Neben der Hemmung des Wachstums basaler Keratinozyten
konnte erstmals eine Interaktion mit den mitogenen Signalwegen des Insulins gezeigt
werden. Diese Wirkung verstarkt die Effizienz der Behandlung der Psoriasis mit S1P,
da die Pathogenese der Psoriasis mit einer verstarkten Insulin/IGF-I-vermittelten
Signaltransduktion assoziiert ist. Die Herunterregulation dieser Signalwege mittels
Antisense-Technologie fuhrt zu einer drastischen Normalisierung hyperplastischer
Epidermis und verdeutlicht das Potential dieses Ansatzes in der Therapie der
Psoriasis (Wraight et al. 2000). Die Charakterisierung der spezifischen Rolle der
einzelnen Rezeptorsubtypen in der Vermittlung der Wachstumshemmung konnte die
ausschlieliche Beteiligung des S1P, Rezeptors zeigen. Daher ware die Entwicklung
eines selektiven S1P, Rezeptoragonisten von grof3er Bedeutung fur die Behandlung
hyperproliferativer Erkrankungen. Die alleinige Beteiligung des S1P, Rezeptors an
der antiproliferativen Wirkung des S1P offenbart den Vorteil des S1P gegentber
FTY720, da FTY720 diesen Rezeptorsubtyp nicht zu aktivieren vermag. Daruber
hinaus ergibt sich ein weiterer Ansatz aus der Interaktion antiapoptotischer
Signalwege durch S1P. So konnte eine Modulation antiapoptotischer Signalwege des
Insulins Uber eine Aktivierung des S1P, Rezeptor gezeigt werden. Auf diese Weise
konnte die verminderte Apoptose der Keratinozyten, welche mit der Pathogenese der
Psoriasis einhergeht, Uber den S1P, Rezeptor normalisiert werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die in dieser Arbeit gezeigte Regulation der
NO Synthasen durch S1P. Die Kenntnisse Uber die Modulation der NO-Level Uber
eine Regulation der eNOS und iNOS in den Keratinozyten sind von grofdem Interesse
fur die positive Beeinflussung der epidermalen Wundheilung. Da S1P die
Wundheilung der Haut fordert, sollte die Rolle des NO in den der Wundheilung

zugrunde liegenden Prozessen naher untersucht werden.
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Darlber hinaus ergibt sich aus der Hemmung der Expression der iNOS ein weiterer
interessanter Ansatzpunkt flr die Behandlung der Psoriasis, welche mit einer starken
Induktion der iINOS assoziiert ist. Sollte die iINOS als neues Target genutzt werden,
ware die Identifikation des S1P Rezeptorsubtyps, der die Hemmung der iNOS
Induktion vermittelt, von groRem Interesse.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen
Kenntnisse Uber antiapoptotische und antiproliferative Signalwege des S1P in
humanen Keratinozyten das enorme Potential dieses Lysophospholipids in der
Behandlung der Psoriasis vulgaris verdeutlichen. Daher ist die Entwicklung eines

topischen S1P-haltigen Arzneimittels sehr wiinschenswert.
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