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Ziel der Arbeit war es, einige Aspekte Wirkung freier Fettsiduren (FFS) und Ole auf humane
in vitro kultivierte Keratinozyten der Linie HaCaT néher zu beleuchten.

Hierzu wurden zunichst Studien zur Aufnahme von Fettsduren unter Verwendung der
selbstfluoreszierenden Parinarsdure als Modellsubstanz durchgefiihrt. Die Messungen
erfolgten mittels Laser Scan Mikroskopie ( gx=364nm, Ag,,>450nm) an einzelnen Zellen. Es
wurde gezeigt, dal Parinarsdure zunichst in die Zellmembran aufgenommen wird, um dann
auf Zellbinnenmembranen umverteilt zu werden.

Besonders ungesittigte FFS wirken zytotoxisch auf Zellen. Diese Wirkung wird teils iiber
eine Membranpermeabilisierung erklirt. Dabei wurde das Entstehen kleinerer Locher in der
Zellmembran durch den Nachweis der Passage groler Farbstoffmolekiile des 6-
Carboxyfluoreszeins (6-CF) ins Zellinnere erbracht. Die Messungen wurden mit einem Laser
Scan Mikroskop (LSM) durchgefiihrt, detektiert wurde die lokale Anndherung von 6-CF an
einen Rhodaminfarbstoff, mit dem die Zellen zuvor beladen wurden. Fiihrte die Einwirkung
einer Fettsdure zur Membranpermeabilisierung fiir 6-CF zu dessen Einstrom in die Zelle, so
wurde durch Resonanzenergietransfer erstmals eine Emission bei Ag,,>540nm gemessen. In
anderen Fillen konnte durchlichtmikroskopisch ein Austritt von Zytoplasma als Folge einer
lokalen Membranruptur gesehen werden. Derartige Membranschédigungen traten nur bei der
Verwendung ungesittigter FFS auf.

Die Messungen der intrazelluldren Calciumkonzentration wurden unter Verwendung eines
Fluoreszenzfarbstoffgemisches aus Fluo3 und Fura-Red mit dem LSM durchgefiihrt.
Inkubation der Keratinozyten mit freien ungeséttigten Fettsduren hatte einen Anstieg der
Konzentration intrazelluldren freien Calciums zur Folge. Dieser Anstieg war im angewandten
Modell um so hoher, je hoher die Konzentration der Fettsdure war und je ungesattigter sie
war. Die Kettenldnge der Fettsdure hatte keinen Einfluf}, ebenso kam es allgemein bei der
Verwendung gesittigter Fettsduren, eines physiologischen Gemisches und von verschiedenen
Pflanzendlen  allenfalls zu einem  schwachen  Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration.

Mittels Messung von externalisiertem Phosphatidylserin nach Einwirkung von FFS und Olen
lie sich ausschlieBlich fiir ungesittigte Fettsduren eine proapoptotische Wirkung nachweisen.
In der Arbeit werden zytotoxische, genauer proapoptotische Wirkungen ungesittigter FFS an

einer hyperproliferativen Zellinie nachgewiesen.

Kuhnt, Bettina: Untersuchungen zum EinfluB freier Fettsiuren und Ole auf in-vitro kultivierte
Keratinozyten.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2003
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AbKkiirzungen

AM-Ester Acetoxymethylester

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovine Serum Albumin

6-CF 6-Carboxyfluoreszein

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal Growth Factor
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HaCaT Human adult low Calcium high Temperature Keratinocytes
HBS HEPES Buffered Saline

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethan-sulfonsdure
LSM Laser Scanning Microscope

PBS Phosphate Buffered Saline

POC-Kammer Perfusion, Open and Closed Chamber

PPAR Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor

SFM Serum Free Media

TEWL Transepidermal Water Loss




1. Einleitung

,Weill wie Schnee, rot wie Blut und schwarz wie das Ebenholz am Fensterrahmen.” — So
wird Schneewittchen, ein Midchen von auBlerordentlicher Schonheit im gleichnamigen
Mairchen der Briider Grimm beschrieben (Méarchen der Gebriider Grimm). Alle genannten
Merkmale beziehen sich auf eines der groBten Organe unseres Korpers und seine
Anhangsgebilde: die Haut.

Gesunde, zarte und ebenmiflige Haut ist von alters her ein entscheidendes
Schonheitsmerkmal der Menschen, besonders bei Frauen. Wen wundert es, da3 zur Erlangung
beziehungsweise Erhaltung einer schonen und gesunden Haut verschiedenste, zum Teil sogar
recht aufwendige, Mallnahmen getroffen wurden. Am weitesten verbreitet war hierbei {iber
Zeit und Kulturen hinweg die Behandlung der Haut mit Fetten und Olen. Diokles von
Karystos (ca. 4.Jh. v. Chr.) schreibt in seiner Abhandlung ,,Die gesunde Lebensweise*: ,,Es ist
angebracht,... [nach dem Aufstehen] sofort, bevor sie etwas anderes tun, den ganzen Korper
mit wenig Ol einzureiben,...Das Massieren macht die Haut kriftiger, das Salben macht sie
weicher, das Reinigen macht die Poren reiner und atmungsfahiger,...“ (in Kollesch et Nickel
1986). Zudem geht die Salbung im Sinne von Heiligung oder Weihung auf uralte Traditionen
zuriick. So wird die Herstellung von Crisam aus Myrrhe, Zimt, Kalmus, Kassia und Olivendl
zur Salbung von Priestern und Konigen bereits im zweiten Buch Mose beschrieben (2. Mose
30, 22-34), also in ca. 3500 Jahre alten Schriften, in denen man sich auf die Kunst der
Salbenmacher bereits beruft. Bis in die heutige Zeit werben Kosmetikfirmen mit dem Zusatz

nativer Ole in Hautpflegeprodukten.

In zahlreichen Abhandlungen wurde auf die Besonderheiten der Haut im Vorkommen, in der
Zusammensetzung und Verteilung von Fetten und Fettsduren hingewiesen (Elias 1996,
Schneider et Wohlrab 1997). Die Produktion von Fettsduren und Fetten in Abhéngigkeit vom
Differenzierungsstadium legt einen engen Bezug zu Zellzyklus, Reifung und Apoptose von
Keratinozyten nahe (Whitfield 1995). Daneben gehen verschiedene dermatologische
Erkrankungen wie zum Beispiel Psoriasis, atopische Dermatitis oder Lichen planus mit einer
Storung des Fettstoffwechsels der Keratinozyten einher (Das et al. 1992, Uchiyama et al.
2000). Untersuchungen an Médusen legen nahe, daf} gerade diese Storungen zu Fehlfunktionen

der Haut flihren, wobei die Hautverdnderungen von Tieren, die unter einem chronischen



Mangel an essentiellen Fettsduren leiden, denen dhneln, die an humaner z.B. psoriatisch

veranderter Haut vorkommen (Komiives et al. 2000).

Die zytotoxische Wirkung von Fettsduren wurde innerhalb der Arbeitsgruppe besonders an
bovinen Linsenepithelzellen untersucht (GlaBer et al. 1996), jedoch liegen dhnliche Studien
mit anderem Versuchsdesign auch an Keratinozyten vor (Frode et Wohlrab 1998). Sie wird

zumindest zum Teil {iber eine Calciumfreisetzung realisiert (Glanz et al. 1997).

Calcium ist ein intrazelluldr ubiquitdr als second messenger vorkommendes Ion. Es spielt bei
der Regulation verschiedenster LebensduBBerungen eine hervorragende Rolle. So wird die
Kontraktion von Muskeln iiber Calcium realisiert, die Blutgerinnung ist vom Vorhandensein
von Calcium abhéngig. Besonders herausragend und fiir die Wahl der Calciummessung in
dieser Arbeit malBgeblich, ist jedoch die zentrale Rolle des Calciums in der
Zellzykluskontrolle und der Differenzierungsinduktion von Keratinozyten (Kumar et al. 1999,
Abdel-Naser 1999, Bikle et al. 1996, McGovern et al. 1995). So ist die differentielle
Calciumhomdostase Grundlage fiir die normale Proliferation und Reifung der Keratinozyten
(Menon et al.1994, Vicanova et al. 1998). Bei Menschen mit Psoriasis konnte eine Storung

der Regulation der Calciumkonzentration gefunden werden (Karvonen et al. 2000).

Ziel der Arbeit war daher die Untersuchung der Wirkung freier Fettsduren und Fette auf die
intrazelluldre Calciumkonzentration von Keratinozyten zwischen Nutzen und Schidigung der
Zellen. Es folgten Tests zur Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose. Zudem wurden
ausgewdhlte Versuche zur Fettsdureaufnahme und Verstoffwechselung durchgefiihrt. Als
Untersuchungsmodell dienten in-vitro kultivierte Keratinozyten der HaCaT-Linie (Human

adult low Calcium high Temperature Keratinocytes) (Boukamp et al. 1988).



2. Theoretische Grundlagen

2.1. Das Untersuchungsobjekt
2.1.1. Aufbau der Haut

Die Haut ist das grofite Organ des Menschen. Sie erfiillt wichtige Aufgaben, die sich in
Kontakt- und Schutzfunktionen unterteilen lassen. Zu den Kontaktfunktionen gehdren die
Perzeption von Tast-, Schmerz-, Vibrations- und Wiarmereizen, unter der Schutzfunktion
subsummiert man die Barriere gegen potentiell schidliche physikalische, chemische,
biologische und immunologische Schiadigung von aulen und gegen Verlust von Wasser und
anderen im Korper gebrauchten Substanzen von innen (Plewig et al. 1997). Speziell der
transepidermale Wasserverlust (TEWL) ist ein hdufig benutzter Parameter zur Untersuchung
der Funktionsfahigkeit der Haut unter besonderer Beriicksichtigung der Epidermis in vivo

(Schneider et Wohlrab 1997, Kutz et Peltner 1999).

Transepidermaler VWasserverlust

(in Gasform)

Lipid-Doppelschichten

(Basis der Wasserbarriere)
Calciumefflux nach Einsetzen der
terminalen Differenzierunyg erhalt die
Calciumreseren

Calciuminflux startet die terminale
Differenzierung

Interzelluldres Calciumreservoir des
Stratum granulosum durch:

a) Blockierten Flissigkeitsaustausch
b} Calcium-bindende Froteine

Straturn corneum

Stratum granulosum

Stratum spinosum [

Calciurm wird it Interzellulafldssigkeit
nach oben gespilt

Stratum basale

Calciumarrmes Milieu fardert die
Froliferation

Basalmernbran

Dermis Bazalmembran (mit anionischen
Bindungsstellen) kontrolliernt selektiv den

Calciumflul® in die Epidermis

Abb. 1: Aufbau der Epidermis und Verteilung freien Calciums intraepidermal, modifiziert
nach Menon et al. 1994 (aus: siehe Quellennachweis der Abb.)



2.1.2. Wachstum und Differenzierung von Keratinozyten

Die Haut ist, mehr als die meisten anderen Gewebe des Korpers, im Laufe des Lebens der
stindigen Regeneration unterworfen. Dabei findet die Proliferation in den tiefen
Epidermisschichten, unter normalen Bedingungen nur im Stratum basale statt. Nach einer
mitotischen Teilung bleibt eine Tochterzelle im Stratum basale, wihrend die andere eine
Differenzierung mit vertikaler Durchwanderung der Epidermis vollzieht, schlieBlich
apoptotisch wird und in das Stratum corneum als tote Hornzelle iibergeht. Man kann sagen,
dall es im Organ Haut eine horizontale Proliferationsrichtung entlang der Basalmembran im
Gegensatz zu einer vertikalen, beziehungsweise von der Basalmembran aus zentrifugalen
Differenzierungsrichtung gibt. Fiir Keratinozyten ist die Anheftung an eine feste Unterflache
fiir die Initiation der DNA-Replikation im Rahmen der Zellteilung unumgénglich (vgl.
Kapitel 2.1.3. und Whitfield et al. 1995).

Die Lebensdauer eines Keratinozyten bis zur Verhornung betrdgt beim gesunden Menschen
ca. drei bis vier Wochen (Moll 1998). Die Zelle erlebt hierbei einen durchgreifenden Wandel
in Inhalt und Gestalt. Die unterste Schicht, das Stratum basale, hat Kontakt zur
dermoepithelialen Junktionszone und kann als Einzige Néhrstoffe aus dem Blut erhalten, da
die Epidermis selbst nicht vaskularisiert ist. VerldB3t eine Zelle die Basalschicht, verliert sie
thre Teilungsfahigkeit, wird groBer und flacher, der Wassergehalt verringert sich. Die
Zusammensetzung des Extrazellularraumes dndert sich tiefgreifend: Um den Aufgaben, die
die Haut als Trennorgan zur Umwelt hat, gerecht zu werden, muf eine Barriere aufgebaut
werden. Dies wird zum Beispiel durch die Produktion von Fetten und Fettsduren und deren
extrazelluldire Anreicherung in lamelldren Strukturen in den oberen Hautschichten erreicht.
Als Beweis fiir die Wichtigkeit der Fettsdureproduktion mag die Tatsache dienen, dal3 als
Antwort auf eine Barrierestorung die Synthese von Fettséduren in der Haut gesteigert wird
(Harris et al. 1997). Ein intraepidermaler Calciumgradient wird erzeugt, bei dem die
Calciumkonzentration im Stratum basale am geringsten (promitotisch) und in den obersten
Schichten des Stratum granulosum am hdochsten (antimitotisch) ist (Menon et al. 1994,
Vicanova et al. 1998, Schiirer et al. 1991). Analog kann durch die Calciumkonzentration des
Néhrmediums die Proliferations- beziehungsweise Differenzierungsrate beeinflult werden
(Boyce et Ham 1983, Tu et al. 1999). Es werden zudem Filamente produziert, die im Verlauf
der Differenzierung im Stratum granulosum mit Filaggrin zu Makrofibrillen aggregieren und
eine Art Hiillen bilden (Reichert et al. 1992). Gleichzeitig mit der Bildung dieser Hiillen, der
cornified envelopes durch calciumabhingige Transglutaminasen findet die Apoptose des
Keratinozyten statt. Es kommt zur DNA-Fragmentierung, zur Zerstérung von Zellorganellen

4



und zur Desintegration der Zellmembran. Das Stratum corneum bildet eine durchgehende
Schicht aus ,,Ziegeln*“ - den Corneozyten- und ,,Mdrtel — der protein- und lipidreichen

Interzellularsubstanz (Schiirer et al. 1991, Elias 1996).

2.1.3. Zellzyklus

Als Zellzyklus wird die Verdnderung von Zellen bei Wachstum und Differenzierung

beschrieben (Schiebler et al. 1991 S 5-31).

Zalltellung

o I Wachstum Abb.2: Zellzyklus modifiziert
F{eplikatiul_r:s- i :I'Eﬂ'l‘_lg' nach Vollmer et al. 2002: Die
Kontrolle Zelle durchlduft die Phasen

des Zellzyklus im  Uhr-

zeigersinn  (siehe Quellen-

nachweis der Abb.)
DNA-Replikatlon v Restriktionspunkd

Beim Durchlaufen dieses Zellzyklusses spielt Calcium eine grofle Rolle. Fiir diese Arbeit
wurden Untersuchungen an basalen, sich also zum Zeitpunkt der Untersuchung
moglicherweise teilenden, Keratinozyten durchgefiihrt. Fiir die Messungen intrazelluldren
Calciums muf} daher beachtet werden, dall es Vorgénge gibt, bei denen es zur Verdnderung
der intrazelluliren Konzentration freien Calciums kommt, und die auch ohne Manipulation
von aullen vorkommen. In Abbildung 2 ist der Zellzyklus schematisch dargestellt. Prinzipiell
wirkt Calcium {iiber die Aktivierung von im Zellzyklus sequentiell produzierten
zyklinabhingigen Phosphokinasen. Calciumoszillationen leiten die G1-Phase ein, an deren
Ende eine Mindestkonzentration externen Calciums (fiir Keratinozyten 0,05-0,1mM) zur
Weiterfithrung der Zellteilung unumgénglich sind. Weitere Calciumanstiege initiieren S- und
Mitosephase. Calcium-Spikes stimulieren den Transport der Chromosomen in Richtung
Zentromer und den Abbau der DNA-kondensierenden Phosphokinasen, sind Signal fiir die
Abschniirung der Tochterzellen (Whitfield et al. 1995, Funk et Kind 1997, Nicotera et al.
1994). Hinweis fiir die Wichtigkeit von Calcium im Zellzyklus ist, dal Calciumkanalblocker
zu einer Proliferationsverlangsamung (G1-Stop) an Keratinozyten fithren (Wohlrab et

Markwardt 1999).



Bei der Entscheidung, ob die Zelle sich erneut teilt, spielt die Haftung an der Basalmembran
eine grundlegende Rolle (vgl. 2.1.2.). Die Differenzierung, die sie alternativ beginnen kann,
ist ebenso wie die Apoptose calciumabhingig und wird tiber Phosphokinase C Isoenzyme
gesteuert (Su et al. 1994, Chakravarthy et al. 1995, Li et al. 1996, Cho et Bikle 1997, Denning
et al. 1995, Paramio et Jorcano 1997).

2.1.4. Keratinozyten der Zellinie HaCaT

Zellen der HaCaT-Linie (Human adult low Calcium high Temperature) sind spontan
immortalisierte menschliche Keratinozyten (Boukamp et al. 1988). Sie entstammen einem
Vollhautprdparat aus der Riickenhaut eines 62jdhrigen Mannes und sind aus dem
Sicherheitsabstand bei Melanomexzision entnommen. Eine makroskopische oder
mikroskopische Verdnderung der verwendeten Haut bestand nicht. Bei der in vitro
Kultivierung kam es spontan zur Immortalisierung, die mit einer genetischen Verédnderung im
Sinne der Entwicklung eines hypodiploiden Chromosomensatzes einherging (spéter wurden
auch hypotetraploide Klone detektiert) (Boukamp et al. 1988). Obwohl sich die entstandenen
Zellen morphologisch von ,,normalen* Keratinozyten unterschieden, waren sie doch in der
Lage eine relativ unverdnderte Epidermis mit beinahe normaler Verteilung von
Differenzierungsmarkern zu bilden und blieben apoptosefihig sowie im Tierversuch nicht
tumorigen (Boukamp et al. 1988). Im weiteren Verlauf der Kultivierung lie die
Differenzierungsfahigkeit jedoch nach, so daB3 es nach mehr als 300 Passagen in Einzelféllen
zur Ausbildung benigner Tumoren nach subkutaner Injektion an nackten Méusen kam

(Fusenig et al. 1995, Bonnekoh et al. 1991).

2.1.5. Apoptose und Nekrose

Apoptose (griech. fiir das Abfallen welker Blitter von Blumen oder Baumen) ist ein in der
lebenden Materie weit verbreitetes und unabdingbares Prinzip. Es stellt sicher, daf Zellen, die
nicht mehr funktionstiichtig sind oder nicht mehr gebraucht werden, sterben, die Ressourcen
weiterverwendet werden konnen und die Schddigung der Umgebung mdglichst gering
gehalten wird. Die Zelle ,,verpackt” ihre Uberbleibsel geordnet und ,,umweltschonend*
wihrend sie stirbt. Der Begriff der Apoptose wurde erstmals von Kerr, Wyllie und Currie
(1972) in Abgrenzung zum Zelltod durch Nekrose verwandt. Bei der Nekrose handelt es sich
um eine Zellschddigung, die so schwer ist, dal die Zelle unmittelbar stirbt, ohne eine

Apoptose durchlaufen zu konnen.



Bei der Apoptose 16st sich die Zelle zunichst aus dem Gewebeverband und nimmt eine oft
kugelige Form an. Wasser wird ausgeschleust, es bilden sich Ausstiilpungen an der
Zelloberflache. Der Zellkern schrumpft, die DNA kondensiert und wird durch Endonukleasen
gespalten. Nach der nun folgenden Kariolyse wird der Zellinhalt inklusive der DNA-
Fragmente in membranumschlossene Vesikel verteilt. Es kommt nicht zur direkten
Freisetzung von Zellbestandteilen. Die Vesikel werden von anderen Zellen, vor allem den
darauf spezialisierten Makrophagen, phagozytiert und verstoffwechselt.

Bei der Zellnekrose ist eine Schidigung so stark, daBl die Membranintegritit nicht
aufrechterhalten werden kann. Der Zellinhalt tritt aus, es kommt zur Freisetzung von
Botenstoffen, mit der Folge einer lokalen Entziindung, durch die auch umliegende Zellen
betroffen sind (Paus et al. 1995).

Die Haut als Trennorgan des Organismus zur AuBenwelt ist in besonderem Malle von
Apoptose und Nekrose betroffen, da sie Umweltschddigungen besonders direkt ausgesetzt ist.
Wie schon beschrieben, ist die Apoptose aber auch die ,Bestimmung“ jedes sich
differenzierenden Keratinozyten. Der Mitose schlieft sich beim sich differenzierenden
Keratinozyten eine Phase der Synthese spezifischer Keratinfilamente an, deren Expression
abhingig vom Differenzierungsstadium der Zelle ist. In Basalzellen erfolgt vorwiegend eine
Expression der Keratine 5 und 14 (Proliferationsmarker), bei Verlassen der Basalzellzone
werden die Keratine 1 und 10 exprimiert, die ebenso wie Filaggrin, Loricrin und
Keratinozytentransglutaminase als Marker fiir eine begonnene Differenzierung gesehen
werden (Poumay und Pittelkow 1995, Yuspa et al.1994). Daneben werden zu einem spiten
Zeitpunkt im Reifungsprozess (respektive Stratum granulosum Zellen) Proteine hergestellt,
die wie Filaggrin mit Keratinen aggregieren und denen eine wichtige Rolle bei der Bildung
der ,,cornified envelopes‘ zugeschrieben wird (Ishida-Yamamoto et al. 1997). Daneben wurde
gezeigt, da} in kultivierten Keratinozyten die Produktion von Profilaggrin zur Verdnderung
der Keratine, zur Karyolyse und zu einer Ablosung der adhdrenten Zellen fiihren. Dies legt
eine Bedeutung des Filaggrins bei der endterminalen Differenzierung, die als eine Art der

Apoptose angesehen wird, nahe (Ishida-Yamamoto et al. 1999).



2.2. Fettsauren und Fette

2.2.1. Physikalische Eigenschaften und Loslichkeitsverhalten
freier Fettsauren und Fette

Fettsduren sind Monocarbonsduren, die eine Kohlenstoffkette zwischen 4 und ca. 28
Kohlenstoffatomen besitzen. Bedingt durch ihre Biosynthese sind die meisten von lebenden
Organismen produzierten Fettsduren unverzweigt und enthalten eine gerade Anzahl von
Kohlenstoffatomen, meist 16 oder 18. In der Natur vorkommende ungesittigte Fettsduren
besitzen fast ausschlieBlich cis-Konfiguration (Stryer 1999). Fette oder Triglyceride sind
Ester aus einem Molekiil Glycerol und drei Fettsduremolekiilen. Die Vielfalt der Fette
entsteht dabei durch die Variation der Fettsduren. (Hauptmann et al. 1976).

Physikalische und chemische Eigenschaften der Fette werden durch Kettenldnge, Anzahl der
Doppelbindungen und Verzweigungen wesentlich bestimmt. Fette, die vorwiegend aus
gesdttigten Fettsduren bestehen, haben zum Beispiel einen sehr viel hoheren Schmelzpunkt,
als aus ungesittigten Fettsduren gebildete. Fettsduren kiirzerer Kettenldnge schmelzen bei

niedrigeren Temperaturen als ldngerkettige (Gurr et James 1971).

Tabelle 1: Fettsduren modifiziert nach Gurr et James 1971

Trivialname \ Systematischer Name \ Summenformel

Gesdittigte Fettsduren

Laurinsédure Dodecansdure C,H»40,
Myristinsdure Tetradecansdure C4H230,
Palmitinsdure Hexadecanséure Ci6H3,0,
Stearinsdure Octadecansiure CisH360,
Arachidinsdure Eicosansaure CoH400,
Behensiure Docosansaure C,,Hy40,

Einfach ungesdittigte Fettsduren

Palmitoleinsédure 9-cis-Hexadecenséure Ci6H300,
Olssure 9-cis-Octadecensdure Ci3sH340,
Vaccensaure 11-cis-Octadecensdure C3H340,
Eicosensiure 11-cis-Eicosensdure C,oH330,
Erucasdure 13-cis-Docosensdure C»nH4 0,

Mehrfach ungesidttigte Fettsduren

Linolsdure 9,12-all-cis-Octadecadiensdure CsH3,0,
a-Linolensdure 9,12,15-all-cis-Octatriensdure CisH300,
y-Linolenséure 6,9,12-all-cis-Octatriensédure CisH300,
Arachidonséure 5,8,11,14-all-cis-Eicosatetraensdure | C,oH3,0,




Nahrungsfette kommen in der Natur als Mischungen glycerolveresterter Fettsduren vor.
Hierbei wird die Zusammensetzung wesentlich von der Herkunft bestimmt. So enthalten zum
Beispiel pflanzliche Fette einen hoheren Anteil ungeséttiger Fettsduren als tierische. Von den
hdufig genutzten Fetten besitzt zum Beispiel das Hammelfett mit 55°C den hochsten, das
Nuf36] mit minus 27°C den niedrigsten Schmelzpunkt, was durch den hohen Anteil an Stearin-

und Palmitinsdure des Hammelfettes begriindbar ist (Welzl et al. 1985).

Tabelle 2: Ole modifiziert (nach Welzl et al. 1985, Kerschbaum et Schweiger 2001) und

physiologische Fettsduremischung (Hennig 1993)

Ol Pflanze Zusammensetzung
(alle Anteile >1%)
Olivenol Olea europaea 66.3% Olsiure

12.3% Linolsdure
8.9% Palmitinsdure
4.9% Eicosensédure
4.7% Palmitoleinsdure
2.4% Stearinsdure

Klettenol Arctium lappa 61.7% I:inolséiure
10.9% Olsédure

8.3% Linolensiure
5% Palmitinsdure
1.7% Stearinsaure

Avocadool Persea americana 49.8% Olséure
19.5% Palmitinsdure

11.3% Linolsaure
9.8% Palmitoleinsdure
6.8% Vaccensaure

Nachtkerzendl Oenothera bieenis 71.1% Linolsdure
10.4% Linolensédure

7.2% Olséure
7.0% Palmitinsiure
1.9% Stearinsdure

Hanfol Cannabis sativa 57.8% Linolsdure
20.1% Linolensdure

10.4% Olsdure
6.6% Palmitinsdure
2.4% Stearinsdure

Physiologische Hennig et al. 1993 37% Olséure
Fettsduremischung 30% Palmitinsdure
16% Linolsdure
14% Stearinsdure
3% Arachidonséure

Die Zusammensetzung einiger ausgewdihlter pflanzlicher Fette, die in den Experimenten
verwendet wurden, ist in Tabelle 2 dargestellt. Die physiologische Fettsduremischung nach
Hennig et al. 1993 nimmt hierbei eine Sonderstellung ein. Die Fettsduren sind nicht
glycerolverestert, jedoch durch ihre Mischung fiir die Zellen physiologischer als einzelne

Fettsauren.




Fette und Fettsduren sind in Wasser sehr schlecht, in organischen Losungsmitteln gut 16slich.
Die Loslichkeit von Fettsduren in Wasser wird hdufig durch die kritische
Mizellenbildungskonstante beschrieben (Mukerjee et Mysels 1971). Hierbei geht man davon
aus, daB sich Fettsduremolekiile, die nicht molekular gelost werden konnen, in kugeligen
Strukturen zusammenlagern, wobei die dem Wasser zugewandte Seite durch die
Carboxylgruppen gebildet wird. Diese schirmen die apolaren Kohlenstoffketten somit ab. Fiir
die Bildung von kleinen Mizellen im Gegensatz zu den viel grofleren Fettsdurekristallen oder
—aggregaten sind aber bestimmte Bedingungen notwendig: der pH-Wert mull im basischen
Bereich liegen, unter pH 9 ist eine Mizellenbildung unwahrscheinlich. Eine weitere
Voraussetzung fiir die Mizellenbildung ist eine ausreichend hohe Temperatur. Bei unseren
Standardbedingungen (20°C, pH um 7) bilden die nicht molekular gelosten Fettsduremolekiile
amorphe, lamelldr aufgebaute Aggregate, jedoch keine Mizellen (Cistola et al. 1988, Oberle
1999). Unser Ziel war es, moglichst kleine Aggregate zu erzeugen und somit eine ,,quasi-

Losung* zu erhalten.

2.2.2. Bedeutung von freien Fettsiuren und Fetten fiir Haut und
Schleimhaute

Keratinozyten brauchen essentielle Fettsduren, insbesondere Linolsdure, fiir die Erzeugung
einer kompetenten Barriere. Interessanterweise besteht bei den Keratinozyten sogar eine
bevorzugte Aufnahme der Linol- im Vergleich zur Olsdure, also einer essentiellen versus
einer nicht essentiellen ungeséttigten Fettsdure (Schiirer et al. 1994). Im Tiermodell konnte
nachgewiesen werden, daB3 eine Didt, in der essentielle Fettsduren fehlen, zu schweren
Hautverdnderungen fiihrt. Komiives et al. (2000) beschrieben eine Verdoppelung der
Hautdicke mit extensiver Hyperproliferation und Akanthose sowie einer Verminderung von
Differenzierungsmarkern auf mRNA-Ebene nach, die Barrierefunktion war stark gestort.
Auch fiir die meisten in vitro kultivierten Keratinozyten spielt eine Linolsduredefizienz eine
wichtige Rolle. Vicanova et al. (1999) zeigten, dal mit Linolsdure supplementierte
Keratinozyten in vitro langsamer proliferieren und damit nativen Keratinozyten dhnlicher
wurden.

Ebenso wie der Linolsdure wird auch anderen mehrfach ungesattigten Fettsduren eine direkte
proliferationsmodulierende Wirkung zugeschrieben (Williams et al.1998, Prescott 1999,
Surette et al. 1996, Seegers et al. 1998, Das 1999, Chen et Auburn 1999). Diese ist
wahrscheinlich iiber Peroxisome-Proliferator-Aktivierte Rezeptoren (PPAR) vermittelt

(Huang et al. 2002, vgl. Kap. 4.6.3.). Eine gewisse Sonderrolle nimmt die Arachidonsdure als
10



Ausgangsprodukt der Synthese der proinflammatorischen Prostaglandine und Leukotriene ein
(Marnett et al. 1999).

Auch Abbauprodukten von Fetten wird eine vielfdltige biologische Aktivitdt zugeschrieben.
So wirkt Lysophosphatidsdure proliferationsstimulierend, Hydroperoxide der Fettsduren
hingegen verlangsamen die Proliferation und konnen zytotoxisch sein (Van Corven et al.
1992, Jalink et al. 1995, Gohring et al. 2000).

Zudem besitzen verschiedene Fettsduren einen direkten EinfluB auf Membranproteine
(Tamura et al. 1985, Cavallini et al. 1996). Beispielsweise fiihren ungesittigte Fettsduren in
niedrigen Konzentrationen zu einer Aktivierung, in hohen zur Hemmung der Calcium-
ATPase (Cheah 1981). Nitrolinolat verhindert tiber die Hemmung der Calciumfreisetzung
eine Thrombozytenaggregation (Coles et al. 2002).

Polyungesittigten Fettsduren wird sogar eine gewisse kardioprotektive Wirkung zugestanden,
der Mechanismus ist jedoch unklar (Pepe et Lennan 2002).

Fiir tierische Organismen spielt die Mitaufnahme von fettldslichen Vitaminen eine
entscheidende Rolle. Bei Hypovitaminosen sind auch und in besonderem Mafle Haut und
Schleimhéute betroffen. So fiihrt zum Beispiel ein Vitamin-A-Mangel neben Sehstérungen zu
Mundwinkelrhagaden,  perifollikuldrer =~ Hyperkeratose  und  Verdnderungen  der

Zungenschleimhaut mit dem Symptom der ,,grauen, glatten Zunge* (R6sch 1999).

2.2.3. Bedeutung von freien Fettsiduren fiir die Zellmembran

Membranen in eukariotischen Zellen bestehen aus Phospholipiden, Cholesterin und
globuldren Proteinen (Schiebler et al. 1991).

Bei den Phospholipiden ist im Vergleich zum Fett (Triacylglycerol) ein Acylrest durch einen
Phosphatrest ersetzt, an den unterschiedliche weitere Molekiile gekoppelt sein konnen. Es
kommt hierdurch zur Ausbildung eines hydrophilen Anteils in einem zuvor hydrophoben
Molekiil. So erklért sich die Ausrichtung der Phospholipide in der Membran.

Dabei bilden die Membranen lebender Zellen keineswegs ein statisches System. Singer und
Nicholson entwickelten bereits 1972 das Fliissigmosaikmodells zur Beschreibung von
Zytomembranen. Es kommt innerhalb der Membranen stindig zu Seitwirtsbewegungen der
Phospholipide (Fulbright et al. 1997) und der Membranproteine sowie zum Austausch innen -

auflen (flip -flop) (Kamp et al. 1995).
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Abb.3: Modellzeichnung einer Zellmembran. Die Phospholipide (siehe unten) sind mit dem
polaren Molekiilteil zum Wasser hin, mit den unpolaren Fettsdureschwdinzen zueinander
ausgerichtet. Zwischen sie sind Cholesterinmolekiile gelagert. Proteine konnen einseitig in
die Membran integriert sein, diese durchragen oder iiber einen Lipidanker mit ihr verbunden
sein. Aufengelegene Lipide und Proteine konnen glycosyliert sein. (aus: siehe
Quellennachweis der Abb.)

Die ,,Fliissigkeit” der Membran wird durch verschiedene Faktoren bestimmt. Membranen mit
einem hohen Anteil ungesittigter Fettsduren in ihren Phospholipiden sind durch deren
sterische Besonderheiten bei sonst gleichen Bedingungen analog natiirlichen Fetten und Olen
flissiger als Membranen mit niedrigem Anteil ungesittigter Fettsduren. Zudem spielen die
Kettenldnge der Fettsduren sowie der Cholesterol- und Proteingehalt der Membran eine
wesentliche Rolle. Die Membranfluiditét selbst unterliegt einer strengen Kontrolle durch die
Zelle und ist im Laufe des Zellzyklus zur Mitose besonders hoch (siehe auch Kapitel 2.3.2.).
Die Membranen selbst stellen ein hydrophobes System in hydrophiler Umgebung dar. Fiir die
Aufnahme der liberwiegend hydrophoben Fettsduremolekiile besteht daher die Moglichkeit,
aufgrund ihrer apolaren Eigenschaften passiv in dieses System inkorporiert und integriert oder
in das Zellinnere abgegeben zu werden (Zakim 1996). Durch Untersuchungen an
Modellmembransystemen (Oberle 1999) wurde gezeigt, dal} ein effizienter Fettsduretransport

durch Membranen auch ohne Vorhandensein von Transportproteinen erfolgt.
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nachweis der Abb.)

Wegen der schlechten Loslichkeit von Fettsduren in Wasser ist es fiir Zellen wichtig, um
Aggregatbildung zu verhindern, einen , Losungsvermittler* zu finden. Hierbei sollen
Fettsduren und Fette nur sehr lokalisiert in Losung gebracht werden, da eine allgemeine
Fettlosung beispielsweise durch Tenside zum Zelltod durch Membrandesintegration fiihren
wiirde. In biologischen Systemen iibernehmen fettsdurebindende Proteine (FABP’s- Fatty
Acid Binding Proteins) diese Aufgabe. Die Fettsduren werden in hydrophobe Bindungsstellen
aufgenommen und so einer weiteren Verwendung durch die Zelle zugédnglich gemacht. Ein
extrazelluldr ubiquitdr verbreitetes lipidbindendes Protein ist das Albumin, das auch fiir in
vitro- Versuche Anwendung findet (Trimborn et al. 1999). Fiir verschiedene Zellpopulationen
wurde eine Vielzahl unterschiedlicher FABP’s charakterisiert, die zumindest teilweise einen
Transport von Fettsduren durch zellulire Membranen ermdglichen (Roulin et al. 1999, Harris
et al. 1998, Siegenthaler et al. 1994). Einige dieser Transporter besitzen eine unterschiedliche
Affinitit fiir verschiedene Fettsiuren, so wird Linolsiure im Vergleich zur Olsiure in
Keratinozyten bevorzugt aufgenommen, ein Phidnomen, das in Fibroblasten und einer
humanen Hepatom- Zellinie nicht nachgewiesen werden konnte (Schiirer et al. 1994, Schiirer
et al. 1999). Eine Diffusion allein wiirde das nicht erkldren konnen, besonders in Anbetracht
der Tatsache, dall cis-ungesittigte Fettsduren aufgrund ihrer sterischen Eigenschaften
Membranen eigentlich schlechter passieren konnen (Heyliger et al. 1996).

Einige FABP’s bilden Komplexe mit calciumbindenden Proteinen, was eine direkte
Beeinflussung von Fettsdurebindung und Calciumkonzentration nahelegt (Hagens et al.
1999). Auf die Zytotoxizitdt von Fettsduren scheinen die FABP’s jedoch keinen EinfluBl zu
haben (Zimmerman et Veerkamp 2001). Von Strump et al. (2001) wird deshalb in
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Anerkennung fritherer Forschungsergebnisse ein Zusammenwirken beider Mechanismen - der

aktiven und der passiven Fettsdureaufnahme - favorisiert.

2.2.4. Storung der lonenhomoostase durch freie Fettsduren

Seit langerer Zeit wurde die zytotoxische Wirkung freier Fettsduren auf Zellen, in unserer
Arbeitsgruppe am Beispiel der bovinen Linsenepithelzellen, erforscht. Man fand heraus, daf3
cis-ungesattigten Fettsduren und hier insbesondere der Linolsdure eine starke zellschddigende
Wirkung zukam. Durch Neutralrottests wurden Schidigungsraten ermittelt, es konnten grofie
Unterschiede zwischen einzelnen Sduren detektiert werden. Gruner (1997) hatte die
lokalisierte Anhdufung von Linolsdure in den blebs beschrieben. Man konnte die These
widerlegen, daB Lipidperoxidationsprodukte der Fettsduren die eigentlich schiddigenden
Substanzen sind (Fal3 1997).

Es wurden weiterhin Verdanderungen der intrazelluldren Ionenkonzentrationen charakterisiert,
Hauptaugenmerk lag hierbei auf Natrium, Kalium, Calcium und Protonen. Die Applikation
geringer Konzentrationen [10uM] von Linolsdure bewirkt einen gesteigerten Influx von
Natriumionen in die Zelle, ein Anstieg der intrazelluldren Natriumkonzentration wird aber
durch Aktivierung der Na-K-ATPase kompensiert, solange im Medium ausreichend Kalium
zur Verfiigung steht. Erst bei hoheren Konzentrationen [100uM] kommt es neben dem
Natrium-Influx auch zur Inhibierung der Na-K-ATPase und in der Folge zum Anstieg der
intrazelluldren Natriumionenkonzentration (Nguyen et al. 2000).

Die Behandlung mit Fettsduren kann in unterschiedlichem MaBe zum Anstieg der
intrazelluldren Calciumkonzentration und zum Abfall des pH-Wertes im Zellinneren fiihren.
Hierbei ist ein Zusammenhang zwischen pH-Wert und Calciumionenkonzentration moglich:
an Knochen konnte ein Calcium-Efflux durch Azidose nachgewiesen werden (Bushinski et al.
2001). Dartiber hinaus bewirkt Calcium eine Aktivierung von Chlorid- und Kalium-Kanélen

an HaCaT-Zellen (Kbgel et Alzheimer 2001).

Das Interesse zur Untersuchung der intrazelluldren Calciumkonzentration nach
Fettsdureapplikation hatte unterschiedliche Griinde: Wie schon angedeutet ist Calcium ein
Messengerion mit vielfachen Aufgaben in Zellen im allgemeinen und in Keratinozyten im
besonderen. Des weiteren zeigten Jaworski und Wistow 1996 eine iiberraschende
Ahnlichkeit: Differenzierungsassoziierte fettsiurebindende Proteine in Linsenepithelzellen

vom Rind sind mit denen menschlicher Keratinozyten eng verwandt.
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Ob Calcium und Fettsdurebindung zusammengehoren, beantworten die Zellen selbst:
Siegenthaler et al. beschrieben 1997 die Bildung eines Enzymheterokomplexes mit Calcium-
und Fettsdurebindungskapazitit und einer direkten Beeinflussung der Fettsdurebindung durch

die Calciumkonzentration der Umgebung.

2.3. Untersuchungsparameter

2.3.1. Untersuchungen zur Aufnahme von freien Fettsiduren in die
Zellmembran

Fiir Studien zur Aufnahme in Zellen bedient man sich verschieden markierter Fettsduren. Es
kommen grundsétzlich radioaktiv markierte, fluoreszenzmarkierte und selbstfluoreszierende
Fettsduren in Betracht. Die Zuordnung radioaktiv markierter Fettsduren zu bestimmten
Zellkompartimenten erfordert eine Fixation der Zellen, bedeutet, da3 eine zeitabhidngige
Betrachtung der gleichen Zellen nicht moglich ist. Die Fluoreszenzmarkierung von Fettsduren
wird durch die Kopplung eines fluoreszierenden Molekiils an ein Fettsduremolekiil realisiert.
Ein Beispiel ist die 11-(Anthroyl-oxy)undecansdure (Stiitzer et al 1997). Problematisch ist
hierbei, da} das entstehende Molekiil sich in Form und Gréf3e deutlich von der unmarkierten
Fettsdure unterscheidet und dadurch moglicherweise Verdnderungen in der Aufnahme
zustande kommen. FEine Alternative bietet die Verwendung von Parinarsdure, einer
langkettigen Fettsdure mit 4 konjugierten Doppelbindungen (Sklar et al. 1977), die aulerdem
kaum verstoffwechselt wird (Huang et al. 2002).

Abb. 5: Formel von trans-Parinarsdure
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Abb.6: Formel von cis-Parinarsdure

In der folgenden Tabelle 3 sind Vorteile und Nachteile der Parinarsdure als Marker fiir die

Fettsdureaufnahme in Membranen gegeniibergestellt.

Tabelle 3: Vor- und Nachteile der Messung der Fettsdureaufnahme mittels Parinarsdure im
Vergleich zur Verwendung markierter Fettsduren (nach Oberle et al. 1997)

Vorteile Nachteile

Fettsdure ohne zusatzliche Molekiilteile Relativ kurze Halbwertzeit, besonders unter
Lichteinfluf}

Keine Radioaktivitét Verianderte Molekiilbeweglichkeit im Vergleich

zu anderen Fettsduren

Eigenfluoreszenz in lipophiler Umgebung

Keine nennenswerte Verstoffwechselung

2.3.2. Messung von Membranschidigungen durch freie Fettsiuren

Ungesittigte Fettsduren sind bei Raumtemperatur fliissig, geséttigte oft fest. Diese altbekannte
und erklédrte Feststellung ist fiir Zellen von immenser Wichtigkeit und unterliegt strenger
Regelung: Ist der Anteil ungesittigter Fettsduren in der Membran zu hoch, so wird diese
verfliissigt- sie kann ihre Barrierefunktion nicht mehr ausreichend wahrnehmen, Schiadigung
oder Tod der Zelle sind mogliche Folgen. Reicht der Anteil ungeséttigter Fettsduren nicht aus,
so wird die Membran sprode. Intramembranale Proteine konnen in ihrer Funktion
beeintrachtigt werden, die Membran kann sogar rissig werden. In Bakterien wie zum Beispiel
Escherischia coli stellt die Saturierung beziehungsweise Desaturierung der Membranlipide
die wesentliche Regulationsmoglichkeit der Membranfluiditét dar, in Eukaryonten wird sie
daneben durch den Cholesterolgehalt reguliert (Stryer 1999). Dunham et al. (1996) zeigten bei
Studien an in vitro kultivierten Keratinozyten den Gehalt an Linol- und Olsdure als wichtige

Determinanten der Membranfluiditit. Im Gegenzug flihrt eine Verminderung der
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Membranfluiditdt zum Beispiel durch eine Hemmung der Stearindesaturase durch Interferon
fiihrt zu einer Verminderung der Zell- und Oberflichenmobilitit, zu einer Modulation der
Rezeptorexpression sowie zu einer Hemmung der Zellteilung (Apostolov 1989).

Uber Membranverinderungen im Sinne von Ausstiilpungen der Plasmalemm als erstes
morphologisches Merkmal der Zellschddigung berichtete Lewis bereits 1923. Diese
Protrusionen oder ,,Blebs* treten als Reaktion auf verschiedene Schidigungsmechanismen
auf. Gruner wies 1997 nach, dall die blebs, die Linsenepithelzellen nach Behandlung
entwickeln, mit Depots akkumulierter Linolsdure assoziiert sind und damit wahrscheinlich
selbst durch direkte Linolsdureeinwirkung entstehen. Eine wichtige Frage war, ob die
Membranveridnderungen durch die Behandlung mit ungesittigten Fettsduren so stark sein
wiirden, da3 man die folgenden Schidigungen damit erkldren konnte. Erste Untersuchungen
hierzu wurden von Oberle (1999) an Modellmembransystemen (Liposomen) durchgefiihrt. Er
verwendete 6-Carboxyfluoreszein (6-CF), ein Fluorophor, das in hoher Konzentration
selbstquenchend wirkt, also bei groBer Molekiildichte nicht mehr fluoresziert. Mit der
Permeabilisierung der Liposomenmembranen konnte 6-CF sich verdiinnen und fluoreszieren.
Da eine Beladung von Zellen mit selbstquenchenden Konzentrationen mit deren Uberleben
nicht vereinbar ist, mufte eine andere Methode gefunden werden. Die Zellen wurden von uns
mit Cell Tracker Orange, einem Farbstoff auf Rhodaminbasis, angefarbt, das AuBenmedium

enthielt 6-CF in nicht selbstquenchender Konzentration.

Anregung bei 488nm

Excitation 6-CF Emission Excitation Emission
icieal 506nm > 526nm | —> Rhodamin |—— Rhodamin
idea! 5500 S76nm
)
Detektion =540nm

Abb.7: FlufBdiagramm zum Resonanzenergietransfer, Wellenldngen nach Angaben des
Herstellers (Molecular Probes).
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Bei enger rdumlicher Beziehung zwischen 6-CF und Rhodamin kommt es, wie im
FluBdiagramm (Abb. 7) dargestellt, zu einem Resonanzenergietransfer: Wenn die
Zellmembran so durchlédssig geworden ist, dall die groen, hydrophilen 6-CF-Molekiile sie
passieren konnen, wird durch die Emissionsenergie das Fluoreszein angeregt, dessen
Emission gemessen wird. Damit stellt die Methode ein gutes Werkzeug zur Messung von

Membranpermeabilisierungen dar.

2.3.3. Prinzip der Messung intrazelluliren freien Calciums und
des pH-Wertes mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen

Um Konzentrationen von Substanzen in Zellen zu messen gibt es verschiedene
Moglichkeiten: grundsdtzlich kann man zwischen statischen und dynamischen Methoden
unterscheiden. Bei den statischen Methoden wird die Zelle vorher fixiert oder aufgeschliisselt,
wie dies in unseren Versuchen zum Beispiel bei den Lipidextraktionen und beim Nachweis
von Annexin an der AulBlenseite des Plasmalemm erfolgte. Im Gegensatz dazu stehen
dynamische Methoden, bei denen eine Aussage iiber lebende, reagible Zellen gemacht wird.
In Tabelle 4 sind einige Vor- und Nachteile von Messungen an vitalen und fixierten

Zellmodellen gegeniibergestellt.

Tabelle 4: Vergleich von statischen und dynamischen Messungen an Zellen

Messung an fixierten Zellen Messung an vitalen Zellen

Nachweis sehr geringer Mengen verschiedenster | Nachweis ist nur fiir bestimmte Substanzen/
Substanzen, Substanzklassen und | Substanzklassen moglich, Kalibrierung oft
Makromolekiile moglich problematisch

Mehrere Messungen an einer bestimmten
Zelle/Zellpopulation moglich- Zeitlicher Verlauf
der Reaktion einer speziellen Zelle/ Zellgruppe
wird methodenabhingig ermoglicht

Eine Messung an einer Zelle/ Zellpopulation

Mogliche Verfdlschung der Ergebnisse durch|Mogliche Verfilschung der Ergebnisse durch
Abtdten der Zelle Schadigung der Zelle durch MeBinstrument

Fiir die Messung des freien Calciums war es uns wichtig, den zeitlichen Verlauf der Reaktion
der Zellen zu untersuchen. Fiir dieses lon stehen unterschiedliche Mefmethoden zur
Verfligung. Die heute am hiufigsten genutzten sind die Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen und die Verwendung calciumsensitiver Mikroelektroden. Die erste
Calciummessung an lebenden Zellen gelang Ridgeway und Ashley 1967. Das von ihnen
verwendete Aequorin, das bei Kontakt mit Calcium luminisziert, findet sich in der Peripherie
des Schirmes von Quallen der Art Aequorea forskalea. Aequorin mull wegen seiner Grofie in

die Zellen injiziert werden. Die Verwendung calciumsensitiver Mikroelektroden erlaubt die
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Messung sehr schneller Konzentrationsdnderungen. Ein Nachteil ist die Verletzung oder
zumindest Storung der Zelle durch die Elektrode selbst. Die Methode geht von einer
Gleichverteilung des Calciums im Zytosol aus, die jedoch aufgrund der behinderten Diffusion
in gelartiger, strukturierter und kompartimentierter Umgebung nicht generell gewahrleistet ist.
Vielmehr kann mit Hilfe einer calciumsensitiven Elektrode nur eine sehr lokale Calcium-
Messung erfolgen. Limitierend wirkt auch schlicht die ZellgroBe: bei kleinen und sehr flachen
Zellen stellt die Platzierung der Elektrode ein technisches Problem dar (Cobbold et Rink
1987).

Ein entscheidender Fortschritt in der Calciummessung war die Entwicklung fluoreszierender
Calciumchelatoren durch Tsien 1982 und Grykiewicz 1985. Zundchst wurden Fluorophore
hergestellt, die einer Anregung durch UV-Licht bedurften, z. B. Quin2, Fura-2 und Indo-1.
Seit Beginn der neunziger Jahre sind auch Farbstoffe auf dem Markt, die mit sichtbarem Licht
angeregt werden konnen (Fluo3, Fura-Red), was sowohl technisch als auch biologisch
sinnvoll erscheint. Technisch, weil der Betrieb eines UV-Lasers schwieriger, kostenintensiver
und energieaufwendiger ist, biologisch, weil UV-Strahlung selbst eine Zellschidigung
hervorruft (Gniadecki et al. 1998).

Fluo-3 CH,
0
N(CHECO_- )2 I
L CH2C!CCH:3
Beim AW-Ester angefiigter Eest
|[|) ;:IJ (Acetoxymethyloruppe)
2 - an Stellen der roten Punlcte
{.OCCH212N N[’CHESD.}2
OCHQC HEO
Fura-Red
o]
CH3
HC

Abb.8: Dargestellt sind die Formeln der Calciumfluoreszenzfarbstoffe Fluo3 und Fura-Red.
In Form der AM-Ester sind sie membrangdngig, nach Verseifung durch Esterasen sind sie in
der Zelle gefangen. Sie bilden mit Calcium Chelatkomplexe und dndern dadurch ihre
Fluoreszenz. (aus: siehe Quellennachweis der Abb.)
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Durch Veresterung der Acetyl- Seitenketten mit einer Acetoxymethylgruppe werden die
zuvor stark negativen hydrophilen Farbstoffe in hydrophobe umgewandelt, die nicht
fluoreszierend und membrangéngig sind und nicht mehr in die Zelle injiziert werden miissen.
Im Zellinneren werden die Esterbindungen enzymatisch gespalten, der Farbstoff ist in der
Zelle ,,gefangen* und kann auch erst jetzt, nach der Spaltung, bei Kontakt zu freiem Calcium

fluoreszieren (Kao 1994, Molecular Probes Produktinformation 2002).

Calciumfluoreszenzfarbstoffe, die im Bereich des sichtbaren Lichts angeregt werden konnen,
besitzen meist keinen Stokes shift, der zwischen der calciumgebundenen Form und der
calciumfreien Form unterscheiden liee. Ein Stokes shift liegt dann vor, wenn die
Calciumbindung durch den Farbstoff eine Verschiebung des Emissionsspektrums bewirkt.
Dies ist besonders dann von Vorteil, wenn die Fluoreszenz des Farbstoffes mit und ohne
gebundenes Calcium am ehesten eine Frage der Intensitit ist. Das Fehlen eines Stokes shifts
ist insofern ein Problem, als sich ortliche Ungleichverteilungen von Farbstoff (z. B.
Bewegungsartefakte bei Muskelzellen) und Artefakte durch Bleichen der Farbstoffe nicht von
der Calciummessung trennen lassen. Abhilfe schafft eine von Lipp und Niggli 1993
vorgestellte Methode. Die Zellen werden mit einem Gemisch zweier unterschiedlicher
Calciumfarbstoffe (hier Fluo3 und Fura-Red) beladen, analog zur Verwendung im UV-

Bereich angeregter Farbstoffe wird aus den zwei erhaltenen Emissionen ein Quotient gebildet.

Ex =488 nm

Abb.9:  Fluoreszenzspektrum
des Farbstoffgemisches Fluo3
und Fura-Red. Der
resultierende  Stokes  shift
ergibt sich aus der Tatsache,
dafs bei steigender
Calciumkonzentration die
Fluoreszenz  von  Fura-Red
abnimmt, die von Fluo3 bei
anderer Wellenlinge zu. (aus:

siehe  Quellennachweis der
Wavelength (nm) Abb.)

Fluorescence emission

Voraussetzung ist ein ausreichender Unterschied in der Emissionswellenldnge, technisch

giinstig ist die Anregung bei gleicher Wellenldnge. Nachteile der Verwendung von
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Fluoreszenzfarbstoffen gegeniiber z. B. calciumsensitiven FElektroden sind die
problematischere (und ungenauere) Kalibrierung, daneben erschweren

Uberstrahlungsartefakte die zellstrukturelle Zuordnung.

Der intrazellulire pH-Wert ist ein weiterer, auf das genaueste geregelter Faktor im
Ionenhaushalt der Zelle. Seine Bedeutung erschliet sich nicht zuletzt anhand der vielen
Lokalisationen, an denen ein spezieller pH-Wert vom Organismus genutzt wird: klassische
Beispiele sind der saure Magensaft, das leicht alkalische Diinndarmsekret und
selbstverstindlich der Sdureschutzmantel der Haut. Eine niedriger pH-Wert begilinstigt die
Funktion einiger Enzyme, andere werden im sauren Milieu gehemmt. Dieser Regelkreis
besteht auch in der Zelle. Fettsduren sind schwache organische Sduren. In der Literatur
werden Zusammenhédnge zwischen Fettsdureaufnahme und pH-Wert beschrieben (Elsing et al.
1996). Die intrazelluldire pH-Messung lief in unseren Versuchen nach einem &hnlichen
Prinzip wie die Calciummessung ab: Ein pH-sensitiver Farbstoff, bei unseren Untersuchungen
SNARF1 wird in Form eines AM-Esters in die Zelle eingeschleust und zeigt nach Abspaltung
des Azetoxymethylrests eine pH-Wert abhédngige Fluoreszenz (Gonda et al. 1999).

I
- CHEOC{ZH:5

Eewn AW-Ester angefiigter Eest

(& cetoxmymethyloruppe)
an Stelle des roten Punktes

Absorbance
Fluorescence emission

400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

Abb.10: Formel von SNARF 1 und Spektrum in Abhdngigkeit vom pH-Wert (aus: siehe
Quellennachweis der Abb.)
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2.3.4. Laser Scanning Mikroskopie

Die Laser Scanning Mikroskopie ermoglicht die detailgenaue Darstellung kleiner Objekte wie
zum Beispiel von Zellen ohne diese notwendigerweise zu fixieren. Die Methode erlaubt unter
Verwendung spezifischer Farbstoffe eine zeitabhidngige Messung der intrazelluldren
Calciumkonzentration, ihrer Distribution und Dynamik. Die nachfolgende Tabelle bietet eine
Ubersicht iiber die Unterschiede zwischen der Laser-Scanning-Mikroskopie und einer anderen
iblichen Methoden der Calciummessung an Keratinozyten mittels Fluoreszenzfarbstoffen, der

DurchfluBzytometrie.

Tabelle 5: Vergleich zwischen Durchflufizytometrie und Laser Scanning Mikroskopie

Durchfluflzytometrie Laser-Scanning-Mikroskopie

GroBe Anzahl von Zellen im Bereich 10° pro|Kleine Zahl von Zellen im Bereich 10' pro
Versuch Versuch

Verwendung nichtadhdrenter Zellen Verwendung adhdrenter Zellen

Messung zeitlicher Anderungen eines Parameters | Messung zeitlicher Anderungen eines Parameters
in einer Zellpopulation in ein und derselben Zelle

Verwendung von Grofe und Vitalfarbung zum | Direkte Betrachtung der Zellen- visueller
Ausschlul  von  Artefakten  (Zelltrimmer, | Ausschlul  von  Zelltrimmern  mdglich,
Zellverbiinde, tote Zellen) Vitalfarbung

Gleichzeitige Beobachtung morphologischer
Verinderungen einer bestimmten Zelle moglich

2.3.5. Apoptose - Nekrose - Methoden der Differenzierung

Wie bereits im Kapitel 2.1.5 beschrieben, handelt es sich bei Apoptose und Nekrose um
verschiedene Arten des Zelltodes. Auch iiber die Folgen beider Mechanismen fiir umliegende
Zellen wurde berichtet. Wie ist es also moglich, in Experimenten den geordneten vom
unkontrollierten Zelltod zu unterscheiden?

Die Apoptose ist ein aktiver ProzeB. Die Zelle hat Zeit, aufzurdumen und ihre
Hinterlassenschaft zu ordnen: Sehr zeitig treten Membranveranderungen auf. So verliert die
Zellmembran ihre innen-aulen-Asymmetrie. Zuvor streng an der Innenseite der Membran
lokalisiertes Phosphatidylserin liegt jetzt auch an der AuBenseite vor. Eine weitere
Membranveridnderung im Lauf der Apoptose ist die Unterbrechung des transmembrandsen
Membranpotentials der Mitochondrien. Wasser stromt aus der Zelle aus, Zytoplasma und
Kern schrumpfen (Kernpyknose). Es kommt zur Kondensation des Chromatins, zur
Kernfragmentation und zur Bildung apoptotischer Korperchen. Viele dieser

Apoptosemerkmale sind heute mit verschiedenen Mitteln nachweisbar, welche eine breite
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experimentelle Anwendung erfahren (Reinartz et al. 1996, Zhang et al. 1997, Necchi 2000,
Zhu et Wang 1997). Zum Nachweis von aulengelegenem Phosphatidylserin liegt Annexin V-
FITC vor. Annexine sind calciumabhéngige phospholipidbindende Proteine, Annexin V hat
dabei eine grofle Affinitit zu Phosphatidylserin. In kovalenter Bindung des Annexins an FITC
und mit Propidiumiodid als nicht membrangéngiger Gegenfarbstoff gelingt eine differentielle
Anfarbung apoptotischer und nekrotischer Zellen (Clontech Product Information 1996, Van
Heerde et al. 2000, Li et Tait 1998).

Gesatmtphospholipid

a0 Sphingomyelin

40 Phosphatidylcholin
30 T

20 Phosphatidylinositol
AuBien 10

10

- |

“ Phosphatidylsenn

2
Wt |

40 FPhosphatidylethanolarnin
Al

Abb. 11: Normale Verteilung der Phospholipide in der Zellmembran (aus: siehe
Quellennachweis der Abb.)
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Normale Membran:

Phosphatidylserin ist nur an der Membraninnenseite

Zellmembran nach Beginn der Apoptose:

=

Phosphatidylserin ~ gelangt  jetzt auch an  die

l/ Membranauf3enseite

& Apoptosedetektion:
‘%J AulBlengelegenes Phosphatidylserin wird mittels Annexin-
HHH’HM FITC nachgewiesen

Abb.12: Phosphatidylserin ist bei gesunden Zellen streng an der Membraninnenseite
lokalisiert. Bei Apoptosebeginn wird dieser Zustand nicht mehr aufrecht erhalten.
Phosphatidylserin liegt jetzt auch an der Aufsenseite vor und kann durch Annexin V, ein
phospholipidbindendes Protein mit groffer Affinitdt zu Phosphatidylserin, gebunden werden.

Zur Visualisierung dieser Bindung nutzt man fluoreszenzgekoppeltes Annexin V. (aus: siehe
Quellennachweis der Abb.)

Eine weitere Mdglichkeit zur Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose bildet die
Messung der KerngroBe. Wéhrend es bei der Nekrose zur Kernschwellung und damit
Kernvergroferung kommt, 146t sich bei der Apoptose die Abnahme des Kernvolumens als
typische Verdnderung feststellen. Hierbei stellen Kernfarbstoffe wie zum Beispiel HOECHST
33342 durch Anfarbung des Chromatins ein verldaBliches Mittel dar.

Zum Nachweis der mitochondrialen Verdnderungen, der DNA-Degeneration sowie fiir
zahlreiche bei der Apoptose gebildete Enzyme stehen Nachweismethoden, meist in Form

spezifischer Antikorper, zur Verfiigung.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

Verwendet wurden Keratinozyten der Linie HaCaT (Human adult low Calcium high
Temperature). Diese Zellinie entstammt einem Operationspriparat der Riickenhaut eines
62jdhrigen Mannes und wurde aus dem Sicherheitsabstand eines malignen Melanoms
entnommen (Boukamp et al. 1988, vgl. 2.1.4.).

Die Zellen wurden in Keratinozyten SFM (Serum Free Media) unter Supplementierung mit
0.1-0.2 ng/ml EGF (Epidermal Growth Factor) und 25ug/ml bovinem Hypophysenextrakt
geziichtet. Als antibiotischer Zusatz wurden 100U/ml Penicillin und 50pug/ml Streptomycin
verwendet.

Nach einer Einsaat von einer Million Zellen pro Kulturflasche (20ml) wurden die
Keratinozyten in 37°C und 10% Kohlendioxid fiir sieben Tage inkubiert, um dann ausgediinnt
und in neue KulturgefdBe iiberfiihrt zu werden. Fiir die Versuche wurden Zellen der 22. bis

35. Passage benutzt.

3.2. Herstellung der Effektorlosungen

Von den verwendeten Fettsduren und Olen (Arachidonsiure, Linolsdure, Olsiure,
Palmitinséure, Myristinsdure, Laurinsdure, Stearinsdure, physiologische Fettsduremischung,
Olivendl, Hanfol, Avocadoo6l, Klettendl und Nachtkerzenol) wurden Stammldsungen in 96%
Ethanol hergestellt, die fiir die Versuche in Medium (HBS- Hepes Buffered Saline, Glifer et
al. 1986) weiter verdiinnt wurden. Die maximale Ethanolkonzentration im Medium betrug
2,5%. Parallel durchgefiihrte Kontrollen zeigten, daB3 diese Ethanolkonzentration keinen
EinfluB} auf die intrazelluldre Calciumkonzentration hatte.

Vor Versuchsbeginn wurden die Fettsdurenlosungen im Ultraschallbad behandelt, um eine
moglichst gleichméfige Verteilung zu gewihrleisten. Vergleichsversuche erfolgten mit

Zusatz von BSA (Bovine Serum Albumin).

3.3. LSM

Wir benutzten das Laser Scan Mikroskop LSM 410. Das Gerdt ermoglicht sowohl die
konventionelle als auch die konfokalen Laser Scan Mikroskopie. Im Rahmen der
konventionellen Mikroskopie kommen neben der einfachen Durchlichtmikroskopie auch die

iblichen Kontrastverfahren wie Hellfeld, Dunkelfeld, differentieller Interferenzkontrast,
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Phasenkontrast, Fluoreszenz und Polarisation zur Anwendung. Im Konfokalmodus werden

Fluoreszenz oder Reflexion von Objekten im Auflicht dargestellt.

PHOTOMULTIPLIER
REJECTION
FILTER f
DETECTOR
PINHOLE
ILLUMINATION
CONFOCAL PINHOLE
uNIT
DICHROIC I
MIRROR LASER CONTROL STORAGE
ELECTRONICS
{0.g. HARD DISK,
EXCITATION ° r:ml' ""“'
FILTER
XY SCANNING ‘ MICROCOMPUTER
UNIT -
— \ OUTPUT
[ {e.4. LASER PRINTER,
DYE-SUB. PRINTER,
i ) SLIDES)
CONVENTIONAL
MICROSCOPE
OBJECTIVE FOCUS
MOTOR
EI"EGIHEN
| BTAGE |

Abb.13: Prinzipskizze eines LSM
nach Ladic 2002 (aus: siehe
Quellennachweis der Abb.) und
Foto des benutzten Systems

Zur Anregung standen drei verschiedene Laser; ein externer Argon-UV- Laser mit einer
Emissionswellenldnge von 364nm, ein interner Argon-Laser der Wellenldnge 488nm und
514nm sowie ein interner Helium/Neon-Laser mit einer Emission bei 543nm zur Verfiigung.
Das System ermdglicht dabei eine Simultananregung mit bis zu drei Wellenldngen.

Die selektive Detektion des vom Objekt emittierten Lichts (Fluoreszenz/ Reflexion) wurde
durch verschiedene Strahlenteiler und Filter realisiert. Das Prinzip des Strahlenteilers beruht

auf einer Trennung der Wellenldngen, die sehr nahe an der Wellenldnge des verwendeten
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Lasers liegen, und somit zu einer artefiziellen Uberstrahlung fiihren kénnten. Dabei bewirkt
zum Beispiel der dichroitische Strahlenteiler FT 510 eine Trennung blauer und griiner
Emissionen. Des weiteren stellen Filter ein wirksames Mittel zur Minimierung stérender
Streustrahlung dar. So nutzten wir zum Beispiel den BandpaBfilter BP 515-565 bei der
simultanen Aufzeichnung von griin- und rot- Fluoreszenzen, LangpaBfilter, z.B. OG 550 zur
Ausschaltung von Licht oberhalb einer Wellenldnge von 550 nm. Als Objektiv verwendeten

wir das Olimersionsobjektiv Plan/ Neofluar 40x/1.3.

3.3.1. Vorbereitung der Zellen

Fiir die Messungen am LSM wurden 100 000 Keratinozyten auf Deckglédser in Petrischalen
eingesit. Nach einer Kultivierung im Normalmedium (SFM, siehe oben) fiir zwei bis sieben
Tage (in der Regel drei Tage, Abweichungen wurden gekennzeichnet) wurde das
Kulturmedium entfernt und die adhérenten Zellen mit HBS gewaschen und iiberschichtet.

Die Keratinozyten wurden je nach Fragestellung gefdarbt (siehe unten) und in eine POC-

Kammer (Perfusion, Open and Closed Cultivation)

0

eingespannt.

Angestrebt wurde die Messung kleinerer Zellcluster,

TFE

bestehend aus weniger als zehn Zellen.

|

glass

)0

Abb.14: POC-Kammer: Die auf runden Deckgldsern
geziichteten Zellen werden vor Versuchsbeginn in die Kammer
eingespannt. durch das diinne Glas und dadurch mdégliche
grofie Anndherung zwischen Objektiv und Objekt wird eine
gute  Fluoreszenzausbeute  erreicht. (Quelle  siehe
Quellennachweis der Abb.)

3.3.2. Morphologie subkultivierter HaCaT Zellen

Zum Studium der Morphologie der HaCaT Zellen dienten Durchlichtaufnahmen der
ungefiarbten Zellen sowie Anfarbungen mit dem Farbstoff Calcium Green-AM- Ester, der
aufgrund seines lipophilen Ankers externe Calciumionen in unmittelbarer Membranndhe
detektiert. Die Zellen wurden fiir 10 min in Farbstoff angefarbt und dann fiir 10 min in HBS
gewaschen. Die Anregung erfolgte hierbei mit einer Wellenlinge von 488nm, die Emission

wurde bei 525nm detektiert.
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3.3.3. Messung der Parinarsiureaufnahme

Die ungefirbten Zellen wurden mit einem UV-Laser (A=364nm) angeregt, ihre
Eigenfluoreszenz oberhalb 450nm gemessen. Bei dieser Wellenldnge ist die Eigenfluoreszenz
der Parinarsdure in hydrophober Umgebung (hier in Heptan) zirka viermal so stark wie in
hydrophilem Losungsmittel (Wasser) (Oberle et al. 1997). Dieser Umstand ermoglicht die
Visualisierung des Ubergangs von Parinarsiure von hydrophiler in hydrophobe Umgebung
(Sklar et al. 1977) und damit am Modell Zelle die Aufnahme von Fettsduren in
Zellmembranen. Die Schnittebene lag dabei etwa in der Mitte der halbkugeligen Zellen. Nach
zwei Minuten erfolgte die Zugabe der Parinarsiure. Die Anderung der Fluoreszenzintensitit
im Plasmalemm wie in Zellbinnenmembranen wurden beobachtet. Gemessen wurde iiber

40min mit einem Abstand von 2min zwischen den Einzelscans (Oberle et al.1997).

3.3.4. Messung der Membranschidigung durch Fettsiuren mit
Carboxyfluoreszein

Die Zellen wurden mit Cell Tracker Orange fiir 15min in einer Konzentration von 1mM unter
Lichtabschlu in HBS inkubiert und dann in HBS gewaschen. Die Messung folgte nach
Wechsel zu 6-Carboxyfluoreszein-haltigem AuBenmedium. Die Anregung erfolgte bei
488nm, die Emission wurde bei >540nm gemessen. Linolsdure wurde fiir eine

Endkonzentration von 42,5uM 10min nach Versuchsbeginn zugegeben.

3.3.5. Messung des intrazelluliren pH Wertes

Zur Messung des intrazelluldiren pH-Wertes wurden die Keratinozyten nach dem Waschen in
HBS zuerst fiir 10min in SNARF-1-AM-Ester im Dunklen inkubiert, dann fiir 10min in HBS
gewaschen. Die Messungen am LSM erfolgten bei einer Exzitation mit 488nm und einer

Emission bei 660nm.

3.3.6. Messung der intrazelluliren Calciumkonzentration

Um die itrazelluldre Calciumkonzentration vitaler Keratinozyten zu bestimmen, verwendeten

wir die Farbstoffe Fluo-3 und Fura-Red. Beide ermoglichen bei einer Exzitation mit 488nm
eine Messung der Emission im Bereich des sichtbaren Lichts. Der grof3e Stokes Shift erlaubt
eine iliberlagerungsarme simultane Emissionsmessung bei 525nm (vorwiegend Fluo-3) und

660nm (vorwiegend Fura-Red).
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Um Artefakte wie Ungleichverteilung und Bleaching der Fluoreszenzindikatoren als
Fehlerquelle auszuschalten, bedienten wir uns des Quotienten der Fluoreszenzintensititen

(Lipp et Niggli, 1993):

F[Quotient]=F[525nm]/ F[660nm]

Die Zellen wurden in Féarbepuffer (HBS mit 2uM Fura-Red, 1uM Fluo3 und 3pl Pluronic
20% in DMSO) fiir 45min bei 37°C inkubiert, mit HBS gewaschen und dann 15min in HBS

inkubiert. Die Messungen erfolgten bei obengenannten Wellenlingen am LSM.

3.3.7. Bestimmung der Kernretraktion mittels HOECHST 33342

Die Keratinozyten wurden auf Deckglésern ausgesét und in HBS tiberfiihrt. Jetzt erfolgte eine
Vitalfarbung mit HOECHST 33342. Nach einer Inkubationszeit von 10min unter
Lichtabschlufl wurden die Zellen weitere 10min in HBS gewaschen und dann in Anlehnung
an die Calciumfarbungen iiber 90min am LSM beobachtet. Die Applikation der Fettsdure

erfolgte 10min nach Versuchsbeginn (Glanz et al. 1997).

3.3.8. Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose mittels
Annexin-FITC Bindung

Im Gegensatz zu den Messungen der intrazelluldren Calciumkonzentration stellt die Detektion
von Apoptose mittels Bindung von Annexin-FITC an Phosphatidylserin an der Aufenseite
der Zellmembran eine Untersuchung an toten Zellen dar. Fiir diese Experimente wurden die
vitalen Keratinozyten fiir 1h mit der Effektorlosung inkubiert. Als Kontrolle erfolgte die
Inkubation in HBS mit 2,5% Alkohol.

Anschlieend wurden die Zellen zweimal in PBS (Phosphate Buffered Saline) gewaschen und
dann in der POC-Kammer mit 400ul Bindungspuffer, 10ul Annexin V-FITC (20pg/ml) und
20ul Propidiumiodid (25pg/ml) fiir 15min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
Inkubation hiermit ist so zytotoxisch, dal man im Folgenden von der Messung an toten Zellen
ausgeht. Die Zellen wurden erneut in PBS gewaschen und dann am LSM vermessen

(Exzitation bei 488nm, Emissionsmessung bei 525 und 660nm).
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3.3.9. Bestimmung der Zellvitalitit mit Trypanblau

Nach Versuchsende der Messung von intrazelluldrer Calciumkonzentration oder des pH-
Wertes wurden die zuvor beobachteten Zellen mit Trypanblau 1% angeférbt, um vitale von

toten Zellen unterscheiden zu kdnnen (Benassi et al. 1997, Grando et al. 1996).

3.3.10. Langzeitinkubationen von Keratinozyten mit freien
Fettsiuren

Nichtadhérente Keratinozyten in einer Zelldichte von 20.000/ml wurden in Chamber Slides
mit 8§ Kammern einer Kantenldnge von Smm entsprechend einer Zellzahl von 5000 pro Well
eingesdt. Am dritten beziehungsweise siebenten Tag nach Einsaat erfolgte eine
Dauerinkubation mit Effektorlosung (als Kontrolle mit Alkohol 2,5%) in Kulturmedium.
Hierzu wurde analog zu den Inkubationen in HBS eine Stammldsung in Kulturmedium
verdiinnt. Die Zellen wurden bei Versuchsbeginn (Zugabe der Effektorlosung), nach einer,
zwel, vier, acht, 24, 48 und 72h im Phasenkontrastmikroskop begutachtet und fotografiert. Es
wurden die relative Zelldichte und die Morphologie der Keratinozyten im Vergleich zur

Kontrollgruppe beurteilt.

3.5. Lipidextraktionen

3.5.1. Lipidextraktion nach Inkubation mit “C-markierter
Palmitinsiure

Zur Lipidextraktion wurden adhirente Keratinozyten mit 10 uM '*C-Palmitinsdure 10, 30,
60min, 2, 4 und 24h in Kulturmedium (Keratinozytenmedium, serumfrei) inkubiert. Dabei
entsprach die Radioaktivitdt 0,5uCi pro Ansatz, also 3uCi pro Versuch. Nach zweimaligem
Waschen der Zellen mit PBS wurden die Lipide mit iso-Propanol/n-Hexan 2:3 herausgelost.
Das Losungsmittel wurde unter Stickstoff abgedampft und der Riickstand in 50pl

Chloroform/Methanol 2:1 aufgenommen.

3.5.2. Lipidextraktion nach Inkubation mit unmarkierter
Palmitinsiure

Analog zur in 3.5.1. beschriebenen Lipidextraktion wurden die Keratinozyten mit 10uM
Palmitinséure in serumfreiem Medium fiir 60min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit

PBS wurden die Zellen mit 10%igem Trypsin abgeldst und die Trypsinierung durch Zugabe
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von mit BSA versetztem Kulturmedium beendet. Die Zellsuspension wurde bei 5000*g
zentrifugiert, zweimal in PBS gewaschen und anschlieBend erneut zentrifugiert. Die
Fliissigkeit wurde abdekantiert und das Pellet zur Lipidextraktion mit Isopropanol/n-Hexan
versetzt. Das Extrakt wurde unter Stickstoff eingedampft und in Chloroform/Methanol

aufgenommen.

3.5.3. Diinnschichtchromatographie

Verwendet wurden MTPLC-Fertigplatten (Kieselgel 40W). Das Extrakt wurde mittels
Diinnschichtchromatographie mit  Chloroform/Methanol/Wasser  60:35:8 mit 0,2%
Calciumchlorid im Wasseranteil als Laufmittel aufgetrennt. Die radioaktiven Lipide wurden
durch  Autoradiographie (Expositionszeit eine Woche) nachgewiesen. Bei der
Versuchsanordnung mit unmarkierter Fettsdure wurden die Banden in der lodkammer sichtbar
gemacht und direkt weiterverarbeitet. AuBerdem wurden ausgewihlte Substanzen des
Fettsdurestoffwechsels als Standards aufgetragen. Wir verwendeten hierbei Stearinsiure,
Phosphatidylcholin, Lysophosphatidylcholin, Phosphatidsédure, Phosphatidylethanolamin und
Phosphatidylinositol. Die Laufmittelfront wurde ausgekratzt, mit Chloroform/Methanol
extrahiert und erneut auf eine Diinnschichtchromatographieplatte aufgetragen. Laufmittel war
in diesem Fall iso-Propanol/n-Hexan 2:3.

Zur dauerhaften Detektion der Banden bei den Versuchen mit unmarkierter Palmitinsdure
wurde Phosphomolybdénsdure-Sprithreagenz  (2,5% Phosphomolybdinsédure und 1%
Cersulfat in 12%iger Schwefelsidure) genutzt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Kamera-Video-Computereinheit unter Verwendung

des Programms BASys 1D nach Helligkeitskriterien.

3.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Calciumfluoreszenzmessungen erfolgte mittels
mehrfaktorieller einseitiger Varianzanalyse. Hierbei wurden Mittelwerte aus jeweils mehreren
Zellen in mehreren Versuchen (genaue Angaben bei den jeweiligen Abbildungen) verglichen.
Das a-Niveau wurde auf 0,05 festgelegt.

Fir die Versuche zur Apoptosedetektion mittels Annexin-V-FITC-Bindung wurden
Haufigkeitsvergleiche mit y2-Tests fiir k-fach gestufte Merkmale angewandt.

Die Signifikanzpriifung bei den Kernpyknoseuntersuchungen beruht auf Ausgangs- und

Endwertmittelwertvergleichen mittels t-Test fiir abhdngige Stichproben.
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3.7. Gerate, Hilfsmittel und Chemikalien

3.7.1.Chemikalien Hersteller
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) | SIGMA, Deisenhofen, BRD
FCS (FetalCalf Serum) C. C. Pro, Karlsruhe, BRD

Keratinozyten SFM (Serumfreies Medium),

GIBCO Life Technologies, Eggenstein, BRD

Zusitze zu Keratinozyten SFM

GIBCO Life Technologies, Eggenstein, BRD

Penicillin SIGMA, Deisenhofen, BRD
Streptomycin SIGMA, Deisenhofen, BRD
BSA (Bovine Serum Albumin) SIGMA, Deisenhofen, BRD
Trypsin SIGMA, Deisenhofen, BRD

EDTA (Ethylendiamintetraacetic acid)

SIGMA, Deisenhofen, BRD

EGTA(Ethylenglycol-O,0"-bis(2-aminoethyl)-
N,N,N’",N’-tetraacetat)

SIGMA, Deisenhofen, BRD

DMSO (Dimethylsulfoxid)

SIGMA, Deisenhofen, BRD

Pluronic F 127

Calbiochem-Novabiochem Bad Soden, BRD

Fluo3-AM Molecular Probes, Eugene, USA
Fura-Red-AM Molecular Probes, Eugene, USA
Calcium Green-AM Molecular Probes, Eugene, USA
SNARF 1-AM Molecular Probes, Eugene, USA
6-Carboxyfluoreszein SIGMA, Deisenhofen, BRD
HOECHST 33342 SIGMA, Deisenhofen, BRD
Trypan Blau SIGMA, Deisenhofen, BRD

ApoAlert Annexin V Apoptosis Kit

Clontech, Palo Alto, USA

Cell Tracker Orange

Molecular Probes, Eugene, USA

Parinarséure (cis- und trans-)

MOBITECH, Géttingen, BRD

lfettséiuren (Myristin-, Laurin-, Stearin-, Palmitin-,
Ol , Linol- und Arachidonséure)

SIGMA, Deisenhofen, BRD

14-C-Palmitinsiure

NEN, Ko6ln, BRD

Avocadool Bombastus, Freital, BRD

Hanfol Korena, Kroppenstedt, BRD

Olivenol Luccese, San Alessio, Italien

Nachtkerzenol Kattus, Maisach, BRD

Leinol Kunella, Cottbus, BRD

Klettenol Prof. Aizetmiiller, Bundesanstalt fiir Getreide-
Kartoffel- und Fettforschung/ Institut fiir Chemie
und Physik der Fette, Miinster, BRD

Phosphatidylcholin, Lysophosphatidylcholin, | SIGMA, Deisenhofen, BRD

Phosphatidsédure, Phosphatidylethanolamin und

Phosphatidylinositol

ATP (Adenosintriphosphat) SIGMA, Deisenhofen, BRD

Digitonin Molecular Probes, Eugene, USA
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CCCP SIGMA, Deisenhofen, BRD
C2-Ceramid SIGMA, Deisenhofen, BRD
Ionomycin SIGMA, Deisenhofen, BRD

A23187 (Calcimycin)

Molecular Probes, Eugene, USA

Alle anderen Chemikalien

SIGMA, Deisenhofen, BRD

3.7.2. Gerate und Hilfsmittel

LSM 410 invert

Zeiss, Oberkochen, BRD

Olimersionsobjektiv Plan/ Neofluar 40x/1.3

Zeiss, Jena, BRD

POC-Kammer

Bachhofer, Reutlingen, BRD

Brutschrank WTB Binder, Tuttlingen. BRD
Brutschrank VEB Labortechnik Ilmenau, DDR
BASys 1D Signum Computer GmbH, BRD
SPSS 10.0 fiir Windows SPSS Inc., USA

Office 97 Microsoft Inc., USA

Chamber Slides 2x4 Bachofer, Reutlingen, BRD
Deckgliser Bachofer, Reutlingen, BRD
MTPLC-Platten Kieselgel 40W Merck, Darmstadt, BRD
Kulturflaschen Greiner, Frickenhausen, BRD

3.7.3. Zusammensetzung verwendeter Pufferlosungen

PBS (Phosphate Buffered Saline)

58mM Natriumhydrogenphosphat
17mM Natriumdihydrogenphosphat
68mM Natriumchlorid

pH=7,4

HBS (HEPES buffered saline)
nach GléaBer et al. 1986

5mM Glucose

140mM Natriumchlorid
5mM Kaliumchlorid
0,2mM EDTA

ImM Calciumionen
ImM Magnesiumionen
5mM HEPES

200.000 TU/1 Penicillin G
pH=7,4
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Untersuchungen zur Aufnahme von Fettsauren in
Zellen unter Verwendung von Parinarsiaure als
Modellsubstanz

Um festzustellen, wie freie Fettsduren in Keratinozyten aufgenommen werden, setzten wir
Parinarsdure ein. Diese besitzt eine Eigenfluoreszenz, die in hydrophober Umgebung um ein
Vielfaches stérker ist, als in hydrophiler und ist daher als Modellsubstanz zur Darstellung des
Uberganges von Fettsiiuren von hydrophiler in hydrophobe Umgebung geeignet (Sklar et al.
1977). Voruntersuchungen waren an Liposomen erfolgt (Oberle et al. 1997). In Zellen stellen
Membranen die iiberwiegenden hydrophoben Bestandteile dar. Bei der Untersuchung am
LSM konnte man hierbei zwischen Plasmalemm und intrazelluliren Membranen
differenzieren. Uberlagerungen muBten jedoch in Kauf genommen werden, da die

Fluoreszenzausbeute fiir Schichtbildaufnahmen mit geringer Schichtdicke nicht ausreichte.

160

150 - Hintergrund
—m@—innere Membranen

140 —a&— AuRenmembran

130

120

110

100
90 - T

80

Fluoreszenz in % vom Ausgangswert

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Zeit in min

Abb.15a: Diagramm zur Aufnahme von cis-Parinarsdure. Dargestellt ist ein Einzelversuch
mit  Mittelwert bei Messung an sechs Zellen mit Standardabweichung unter
Standardbedingungen (20°C, HBS-Medium), Exzitation bei 364nm, Detektion bei >450nm.
Fluoreszenz in Prozent vom Ausgangswert (Eigenfluoreszenz der Keratinozyten) Zugabe von
cis-Parinarsdure- Endkonzentration 100uM (Pfeil).
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Abb.15b: Diagramm zur Aufnahme von trans-Parinarsdiure. Gezeigt ist ein Einzelversuch mit
Mittelwert bei Messung an fiinf Zellen und Standardabweichung unter Standardbedingungen
(siehe 15a), Zugabe von trans-Parinarsdure-Endkonzentration 100uM (Pfeil).

Abb.15c: Zeitlicher Verlauf der Parinarsdureaufnahme: Das erste Bild zeigt die
Eigenfluoreszenz der Keratinozyten, danach wurde cis-Parinarsdiure (Endkonzentration
100uM) zugegeben. Die weiteren Bilder sind im Abstand von jeweils sechs Minuten
aufgenommen.
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In den Diagrammen (Abb.15a und b) und im Bild (Abb. 15¢) sind entsprechende Versuche
dargestellt. Die Fluoreszenzzunahme ist ein MaB fiir den Ubergang der Parinarsiure in
hydrophobe Umgebung, also in der Hauptsache in Membranen. Erwartungsgeméf kam es zu
einem schnelleren und stirkeren Anstieg der Fluoreszenz im Plasmalemm und zeitlich
versetzt zu einer Fluoreszenzzunahme in Zellbinnenmembranen. Dabei bestand eine
Uberlagerung  der  Zellbinnenmembranen durch das Plasmalemm. Die hdohere
Fluoreszenzzunahme in der Zellmembran kann verschiedene Ursachen haben: zum Einen
ergibt sich aus der Tatsache, da3 nur Parinarsédure, die vorher die Zellmembran passiert hat, in
Membranen in intrazellulire Membranen umverteilt werden kann, ein Konzentrationsgefille.
Dabei ist die Konzentration im Medium zumindest anfangs weit hoher, als die im Zytosol.
Zum Zweiten kann die Fluoreszenzintensitit durch die Uberlagerung durch Zytoplasma
(Filterwirkung) abgeschwicht sein. Eine im Vergleich sehr geringe Fluoreszenzzunahme im
Zytosol und im Karyoplasma ist durch die Fluoreszenz von Parinarsdure bei Bindung an
FABP’s (fatty acid binding proteins) zu erwarten (Tan et al. 2002).

In den gezeigten (Abb. 15a und b) wie in weiteren durchgefiihrten Versuchen unterschied sich
die Aufnahme von cis- und trans- konfigurierter Parinarsdure wenig. Tendenziell wurde
trans-Parinarséure besser aufgenommen. Entsprechende Versuche miiiten, um verldBlichere
Daten zu erheben, jedoch an groBeren Zellpopulationen, eventuell mit einer anderen Methode,
wie zum Beispiel der DurchfluBzytometrie, verifiziert werden. Grundsétzlich erscheint eine
bevorzugte Aufnahme von trans-Parinarsdure wegen ihrer gestreckten Form jedoch,
zumindest was den passiven Transport angeht, wahrscheinlicher. Im Diagramm (Abb. 15a)
kommt es nach einem initial stirkeren Anstieg zu einer Verringerung der
Fluoreszenzzunahme. Es bliebe zu kldaren, ob dies der Anndherung an eine Sittigung
entspricht oder ob eine verminderte Konzentration der Parinarsdure im umgebenden Medium
(durch Zerfall und/ oder eine Prizipitation groferer Aggregate) dies bewirkt. Eine
Verstoffwechselung ist im Beobachtungszeitraum nicht in nennenswertem Umfang zu
erwarten (Huang et al. 2002).

Zusammenfassend kann man sagen, dafl die Aufnahme von Parinarsidure als Modellfettsédure
ein schneller Prozell ist, wobei eine verldBliche Aussage zur Bevorzugung einer der
Konfigurationen weiterer Untersuchungen bedarf. In jedem Fall wird die Parinarséure
zundchst in das Plasmalemm aufgenommen und dann auf intrazellulire Membranen
umverteilt. Eine genaue Zuordnung zu bestimmten Zellkompartimenten ist nicht moglich, es
scheint jedoch eine Anreicherung in Zellmembran und perinukledren Membranen und

Kernmembran zu geben.
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4.2. Zeitabhangiger Umbau applizierter freier
Palmitinsaure in HaCaT- Zellen

In den theoretischen Grundlagen wurde auf eine Eigenschaft der Parinarsdure hingewiesen,
die fiir die Aufnahmeversuche von Vorteil war: sie wird von der Zelle kaum abgebaut oder
anderweitig in ihrer chemischen Struktur veréndert (Huang et al. 2002). Was also passiert mit
den Fettsduren, die die Zelle verarbeiten kann?

Hierzu inkubierten wir HaCaT- Zellen mit '*C-Palmitinsiure und trennten die extrahierten
Lipide diinnschichtchromatographisch auf. Die Detektion erfolgte durch Autoradiographien
(siche Abb. 16).

Abb.16a Abb.16b

Abb.16: Radiographien: Keratinozyten in Normalmedium wurden mit [14C-markierter
Palmitinsdure (10uM, a 0,5uCi, 37°C) inkubiert. Die Inkubation wurde (in jeder
Radiographie Sdulen von links nach rechts) nach 10min, 30min, 60min, 2h, 4h, 24h
abgebrochen, die Lipide wurden extrahiert und auf einer Diinnschichtchromatographieplatte
aufgetragen. Zundchst erfolgte eine Auftrennung in Chloroform/Methanol/Wasser als
polarem Laufmittel(Abb. 16a), anschliefend wurden die Laufmittelfront und die oberste
Bande (lodkammer) ausgekratzt und unter Verwendung von iso-Propanol/n-Hexan als
unpolarem Laufmittel erneut aufgetrennt (Abb. 16b.). Die Inkubationen wurden bei 37°C,
Extraktion und Diinnschichtchromatographie bei 22°C und Normaldruck durchgefiihrt.
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Tabelle 8: Es sind die Rf-Werte der detektierten Banden und die Pixel pro Bande in der
Radiographie als Map fiir die aufgenommene Radioaktivitdt festgehalten. Die in der Spalte
,Standards *“ enthaltenen Lipide wurden als Standards in der Lipidextraktion mit nicht
markierter Palmitinsdure aufgetragen und unter gleichen Bedingungen chromatographiert.
Die Detektion erfolgte mit Phosphomolybddn-Spriihreagenz.

Auftrennung in polarem Laufmittel (Chloroform/Methanol/Wasser)

Rf-Werte 10min (30min |60min 2h 4h 24h Standards

0,05 303 363 396

0,1 258 248 232 276 192

0,14 399 537 737 451

0,28 762

0,5 525 324 Lysophosphatidylcholin
0,61 Phosphatidylinositol
0,66 Phosphatidylcholin
0,68 Phosphatidséure
0,73 494 1245 (1348 |1341 [1239 839

0,77 799 1470 (1664 |1731 |714 1404

0,8 799 772 577 1623|1595

0,82 545

0,83 610 404 665 927 1373 [1622

0,87 305 714 986 1256 (1304 (1577

0,931 2730 (1684 (1438 (1812 [1396 (879

Auftrennung in unpolarem Laufmittel

(iso-Propanol/n-Hexan)

Rf-Werte 10min [30min [60min |2h 4h 24h Standards
0,08 88 422 661 684 1310 (1430

0,12 Fettsdure
0,165 378 686

0,25 1458 (1316 (1539 [1484 (1102 |[1327

0,35 46 60 35 191

0,65 41 140 119 239 113

0,69 138

0,92 131 352

Summe der 7541 |9477 |9256 [11031 (13004 (13065
aufgenommenen

Radioaktivitit

Die Radiographien zeigen, dal die Palmitinsdure schon nach zehnminiitiger Inkubationszeit

zu einem erheblichen Teil von den Zellen verstoffwechselt wird. Die Palmitinsdure selbst

entspricht wahrscheinlich der Bande bei Rf 0,25 in der Abb. 16b, da dies die Bande ohne

zunehmende Tendenz iiber die Zeit im unpolaren Losungsmittel ist, auch wenn sie nicht die
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gleiche Laufstrecke wie in der unmarkierten Extraktion hat. Eine Zuordnung zu bestimmten
Zellipiden ist nicht moglich. Auch wenn der normale Gehalt an den unterschiedlichen
Phospholipiden in Keratinozyten bekannt ist, so ist doch die Aufnahme applizierter Fettsdure
in unterschiedliche Phospholipide so unterschiedlich, daB3 sich eine Zuordnung auch auf
diesem Wege nicht treffen 148t (Shvedova et al. 2001). Anhand der Ergebnisse 148t sich aber
aussagen, dafl die Aufnahme und die Verstoffwechselung von Fettsduren in den
Keratinozyten ein schneller Prozef3 ist, wobei die Menge der aufgenommenen Radioaktivitit
in mit zunehmender Inkubationsdauer ansteigt und in ihrer Summe nach 24h fast doppelt so
hoch ist, wie nach 10 min. Ebenso nimmt die Zahl der Stoffwechselprodukte, die
Radioaktivitdt enthalten, stindig zu, und zwar von 11 Banden nach zehnminiitiger auf 20

abgrenzbare Banden bei 24stiindiger Inkubation.

4.3. Membranschadigung durch freie unges:ttigte
Fettsauren

In zahlreichen Versuchen besonders mit hohen Konzentrationen freier ungesittigter
Fettsduren konnten lichtmikroskopisch zunichst Vorwolbungen der Plasmamembran gesehen
werden. Diese Protrusionen oder ,,blebs* nahmen im Verlauf des jeweiligen Experimentes an
GroBBe zu, oft konnte eine Membranruptur und ein Auslaufen des Zytoplasmas in die
Umgebung beobachtet werden. Die beschriebenen Verdnderungen traten regelméfBig bei
hohen Konzentrationen (170uM) von Arachidonsiure und Linolsiure auf. 170uM Olsdure
sowie 42,5uM Linol- und Arachidonsdure fithrten zum Teil zu reversibler ,,bleb“-Bildung, in
einigen Féllen aber auch zur Membranruptur. Die Einwirkzeit der genannten Fettsduren,
bevor es zum Auslaufen des Zytoplasmas kam, war hierbei variabel. Entsprechende
Verdanderungen traten meist spéter als 30 min nach Zugabe der Fettsdure auf, in Einzelfillen,
besonders bei Inkubation mit hohen Konzentrationen von Arachidon- und Linolsdure jedoch
auch schon nach zehnminiitiger Inkubation. Die Abbildung 17 zeigt eine entsprechende

Durchlichtaufnahme.
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Abb.17: Auslaufen des Zytoplasmas: Zellcluster mit Zeichen schwerster Membranschddigung
nach Inkubation mit Arachidonsdure 90uM tiber 45 min (22°C, HBS-Medium)

Weitere Versuche sollten kldren, ob es neben lokaler Membranruptur auch zu Verédnderungen
der Membranpermeabilitidt fiir groBere Molekiile kommt. Im Kapitel 2.3.2. wurden die
theoretischen Grundlagen fiir die Versuche mit 6-Carboxyfluoreszein (6-CF) beschrieben.
Nach Vorversuchen mit Linsenepithelzellen testeten wir die Methode an Keratinozyten. In
Abbildung 18 ist die Zunahme der Fluoreszenzintensitit von Rhodamin (Cell Tracker
Orange) bei Anregung des 6-Carboxyfluoreszeins, das sich zundchst nur im AuBBenmedium
befand, dargestellt. Nach der Applikation der Linolsdure kam es zu einer deutlichen

intrazelluldren Fluoreszenzzunahme, die durch rdaumliche Anndherung der Fluorophore

40



Rhodamin und Fluoreszein, also durch das Eindringen von 6-CF in die Zellen
zustandekommt. Fiir das 6-Carboxyfluoreszein ist kein Carrierprotein beschrieben, es liegt
also nahe, daf} das grof3e, hydrophile 6-CF-Molekiil iiber Membrandiskontinuititen in die
Zelle gelangt ist.
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Abb.18: Membranpermeabilisierung: Dargestellt ist ein Versuch mit Mittelwert bei Messung
an fiinf Zellen und Standardabweichung. Mit Cell Tracker Orange angefirbte Zellen wurden
in 6-Carboxyfluoreszeinhaltiges Medium iiberfiihrt und dann mit Linolsdure 42,5uM
inkubiert (Pfeil). Der Anstieg der Fluoreszenz bedeutet eine Permeabilisierung, der Abfall in
der zweiten Versuchshdlfte (ab 11 min) beruht auf einem Leck des Cell Tracker Orange aus
der Zelle (AusfliefSen von Zytoplasmay).

4.4. Wirkung freier Fettsauren auf den intrazelluliren pH
Wert

Freie Fettsduren konnen den intrazelluldren pH-Wert von Zellen beeinflussen. (Chen et al.
2001, Elsing et al. 1996). Die Frage, die sich uns stellte, war, ob dies auch fiir Keratinozyten
gilt, die naturgemal groBe Mengen von Fettsduren aufnehmen, tolerieren und nicht zuletzt

auch brauchen (vgl. Kap. 2.2.2.).
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Abb.19: Anderung des intrazelluliren pH-Wertes nach Zugabe von Linolséiure 17uM (Pfeil)
Abtragung von Mittelwert iiber vier Zellen eines Versuches und Standardabweichung
(Balken). Die Zunahme der Fluoreszenz ist ein Map3 fiir die Abnahme des pH-Wertes.

Das Diagramm (Abb. 19) zeigt, daB3 selbst geringe Konzentrationen von Linolsdure eine
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration, dargestellt durch die Fluoreszenzinderung des
pH-sensitiven Farbstoffes SNARF 1, bewirken. Der Anstieg der Fluoreszenz bedeutet eine
Erhohung der Wasserstoffionenkonzentration und damit eine Senkung des pH-Wertes. Eine
Abhingigkeit von der Konzentration der Fettsdure bestand hierbei nicht (Daten nicht gezeigt).
Die Tatsache, daB3 Fettsdurekonzentrationen, die, wie im folgenden beschrieben, noch nicht zu
einer schweren Zellschidigung respektive zum Zelltod filihren, eine vergleichbare pH-
Anderung hervorrufen wie stark zytotoxische Konzentrationen, legt die Vermutung nahe, daf3

die pH-Anderung zumindest fiir Keratinozyten nicht der entscheidende Schidigungsfaktor ist.
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4.5. Wirkung freier Fettsiiuren und nativer Ole auf die
intrazellulare Konzentration freien Calciums

4.5.1. Auswertung der Versuche nach Lipp et Niggli und
Berechnung der Konzentration intrazelluliren freien
Calciums nach Grynkiewicz

Auf die Grundlagen der Calciummessung in Zellen wurde in Kapitel 2.2.4.-2.3.3.
eingegangen. Ob man gemessene Fluoreszenzen auf Calciumkonzentrationen kalibrieren
sollte, wird in der Literatur diskutiert. Grundsétzlich ist hierfiir, wie bei Grynkiewicz 1985
publiziert, neben der im jeweiligen Versuch gemessenen zell- und -effektorbedingten
Fluoreszenzintensitdt, eine minimal und eine maximal mogliche Fluoreszenzintensitit zu
messen. Die minimal meBbare Fluoreszenz sollte einer gegen Null gehenden
Calciumkonzentration, die maximale der Calciumséttigung des Farbstoffes entsprechen. Lipp
et Niggli beschrieben 1993 die Moglichkeit, den Fluoreszenzquotienten von Fluo3 und Fura-
Red unter Verwendung einer scheinbaren Dissoziationskonstante zur Berechnung der
tatsdchlichen Calciumkonzentration heranzuziehen. Dies dient dazu, Fehler durch
Ungleichverteilung eines Farbstoffes und durch Bleichen zu verhindern.

In Abbildung 20 und der folgenden Rechnung ist ein entsprechender Versuch dargestellt.
Zunichst wurden die Keratinozyten mit Linolsdure inkubiert und die Fluoreszenz als Mal} fiir
die Anderung intrazelluliren freien Calciums gemessen. AnschlieBend wurden die
Zellmembranen durch Zugabe von lonomycin und CCCP permeabilisiert und gleichzeitig das
freie Calcium durch den Chelator EGTA gebunden. Dadurch kommt es zu einer Verarmung
des intrazelluldren Raumes fiir freie Calciumionen. Man kann die Fluoreszenz der Farbstoffe
in nahezu calciumfreiem Milieu messen. Um die maximal mogliche Fluoreszenz zu messen,
mul} erneut Calcium in groer Menge zur Verfiigung gestellt werden. Wir fiihrten hierzu
einen Mediumswechsel durch, um eine Bindung des Calciums an EGTA zu verhindern. Die
Calciumionenkonzentration des benutzen HBS-Mediums war mit ImM um mehrere
Zehnerpotenzen hoher als iibliche Konzentrationen intrazelluldren freien Calciums, so dafl wir
ohne weitere Zusitze arbeiteten. Durch Digitoninzugabe erreichten wir eine weitere
Permeabilisierung der Zellmembranen, die nach einigen Minuten regelmifBig zur

Membranruptur fiihrte.
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Abb.20: Versuch zur Kalibrierung der Fluoreszenzintensititen zur entsprechenden
Berechnung nach Grynkiewicz (1985) und Lipp et Niggli 1993. Die Einteilung der Abszisse ist
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Zugabe von Linolsdure Finalkonzentration 30uM

Zugabe von CCCP 6uM und Ionomycin 30uM zur Membranpermeabilisierung und
EGTA 10 mM zur Bindung freien Calciums zur Messung der minimalen
Fluoreszenzintensitit Ry,

O Mediumswechsel zu HBS ohne EGTA
w Zugabe von Digitonin 0,6 mg in HBS zur weiteren Membranpermeabilisierung, die im
HBS-Medium vorhandene hohe Calciumionenkonzentration wird wegen der
Membranpermeabilisierung auch in der Zelle erreicht und ermoglicht die Messung der
maximalen Calciumfluoreszenz Ry«
[Ca2+]; Konzentration intrazelluldren freien Calciums
Kp scheinbare Dissoziationskonstante des Farbstoffgemisches aus Fluo3 und Fura-
Red nach Lipp et Niggli 1993)
R Tatsédchliche Fluoreszenz
Rumin Minimale Fluoreszenz (geringstmdgliche Konzentration intrazelluldren freien
Calciums)
RMax Maximale Fluoreszenz (Séttigung der Farbstoffe mit Calcium)




[Ca2+]; = Kp * (R-Rwmin)/(Rmax-R)

Kp = 381%10” mol/l

R = 55,06

Ryin = 28,12

Ryax = 93,12
[Ca2+]; = 381*10° mol/l * (55,06-28,12)/(93,56-55,06)
[Ca2+]; = 266,5 nmol/l

Die ermittelten Calciumkonzentrationen entsprechen in ihrer GroBenordnung den in der
Literatur beschriebenen (Hennings et al. 1989, Thio et al. 1994).

Die Versuche mufiten wegen Austreten von Zytoplasma aus den Zellen abgebrochen werden,
obwohl sich noch kein Gleichgewicht eingestellt hatte. Dies ist eine mdgliche Fehlerquelle
bei der Berechnung der Konzentration freien intrazelluliren Calciums. Die tatsédchliche
Konzentration freien intrazelluldren Calciums wére dabei kleiner als die von uns angegebene,
was den Literaturangaben in der Tendenz entspricht. Darin besteht ein wesentliches Manko
der Kalibrierungsversuche im Allgemeinen und fiir unsere Versuche im Besonderen. Wenn
die Membranen der Zellen schon vor Beginn der Kalibrierung rupturierte Bezirke mit
Zytoplasmaaustritt aufweisen, ist eine weitere Untersuchung und Kalibrierung gar nicht
moglich. Kommt es wihrend der Bestimmung der maximalen Fluoreszenz zur Lyse der Zelle,
sind die Ergebnisse anzuzweifeln (Lipp und Niggli 1993, Diliberto et al. 1994, Erdahl 1995).
Beim Gleichsetzen der Fluoreszenz mit einer absoluten Calciumkonzentration ergeben sich
aber noch weitere Probleme: Die Konzentration freien Calciums in Zellen ist eine streng
regulierte GroBe. Es findet ein stdndiger und schneller Austausch zwischen gebundenem und
freiem Calcium in der Zelle sowie eine Beeinflussung des intrazelluliren Calciums durch
duBere Faktoren statt (z. B. extrazelluldres Calcium, Membranschdden, die zur Verdnderung
des transmembrandren Calciumgradienten fiihren). Dabei kann eine Verdnderung der
Calciumkonzentration aufgrund der gelartigen und inhomogenen Zusammensetzung des
Zytoplasmas durchaus lokal begrenzt sein. Dies sollen Fluoreszenzfarbstoffe zur Messung der
Calciumkonzentration nicht nur anzeigen, sie diirfen dieses System gleichzeitig nicht storen,
zum Beispiel durch Bindung des Calciums in relevantem Ausmall. Um absolute

Calciumkonzentrationen verldBBlich messen zu konnen, diirfen die Farbstoffe selbst nicht
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nennenswert in der Zelle verdndert werden beziehungsweise Bindungen eingehen, was sie
aber in gewissem Mafle tun.

Wir entschlossen uns, die prozentuale Fluoreszenzdnderung als Versuchsresultat zu bewerten
und die Korrelation mit absoluten Calciumkonzentrationen wegen hoher Fehlerraten
beziehungsweise Undurchfiihrbarkeit der intrazelluliren Kalibrierung nicht generell

anzustreben.

4.5.2. Der EinfluB} freier Fettsauren auf die Konzentration
intrazellulidren freien Calciums ist konzentrationsabhangig

In zahlreichen Publikationen wurde auf die differentielle Zytotoxizitit verschiedener freier
Fettsduren eingegangen (GlaBer et al. 1996, Williams et al. 1998, Seegers et al. 1998, Tamura
et al. 1985, Gamberucci et al. 1997).

Aufgrund der Tatsache, da3 Linolsdure als essentielle Fettsdure besonders fiir Keratinozyten
und die Haut eine herausragende Rolle spielt und fiir den Aufbau einer funktionierenden
Barriere notwendig ist, stellte sich die Frage, ob Keratinozyten im gleichen Mafle wie zum
Beispiel Linsenepithelzellen durch Linolsdure geschadigt werden. Wir erwarteten einen
geringeren  zytotoxischen  Effekt und orientierten uns in der Wahl der
Fettsdureckonzentrationen an den in der Literatur verwendeten (Schiirer et al. 1994). Die
hochste Fettsdurekonzentration war 170uM, daneben inkubierten wir mit 42,5 und 17uM und
ausgewdhlt mit abweichenden Konzentrationen, die bei den jeweiligen Abbildungen
angegeben sind. Die Versuche mit nativen Olen wurden hauptsichlich mit 170puM
(Berechnung tiber das Molekulargewicht der Mischung) durchgefiihrt.

In den Abbildungen 21, 22 und 23 sind die Fluoreszenzidnderungen als Folge der Applikation
ausgewdhlter Fettsduren dargestellt.

Die Abbildung 21 zeigt Fluoreszenzaufnahmen, bei denen Keratinozyten mit Linolsdure
behandelt wurden. Die zunehmende Verfarbung ins Blaue steht fiir eine Zunahme der
Konzentration freier Calciumionen im Zellinneren. Sie wird als Abnahme der Fluoreszenz
von Fura-Red und Zunahme der Fluoreszenz von Fluo-3 gemessen. In einigen Versuchen, wie
in der hier gezeigten Serie, kommt es schon bei Applikation relativ geringer Konzentrationen
von Linolsdure (30uM) neben der Erhoéhung der Konzentration intrazelluldren freien
Calciums zur Membranstdrung, die sich in einem ganz besonders starken Anstieg der
Konzentration intrazelluldren freien Calciums duflert. Grund dafiir ist, da} die Membran nicht
mehr in der Lage ist, einen Calciumgradienten aufrechtzuerhalten: Calcium aus dem

AuBenmedium diffundiert in die Zelle. Gleichzeitig oder mit kurzer Verzégerung kann man
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hiufig ein Austreten von Zytoplasma beobachten. Wir nehmen an, daBl der starke
Calciumanstieg nicht Ausloser des Austretens von Zellinhalt ist, sondern eher Folge der
beidem zugrunde liegenden Membranruptur. Die Verzogerung des Austritts von Zellinhalt ist

wahrscheinlich Folge der Viskositét des Zytoplasmas.

Abb.21: Zeitabhdngige Fluoreszenzdnderung bei einem Cluster von vier Zellen: Ausgewdhlte
Bilder von Keratinozyten bei Behandlung mit Linolsdure 30uM (20°C, HBS-Medium,
Anfarbung mit Fluo3 und Fura-Red, Exzitation 488nm, Detektion bei 525nm und 660nm).
Das erste und das letzte Bild zeigen Durchlichtaufnahmen vor Versuchsbeginn und nach
dessen Ende, die iibrigen sind Fluoreszenzbilder. Die Zugabe der Linolsdure erfolgte zum
Zeitpunkt Null nach Aufnahme der gezeigten Bilder. Bei zwei Zellen kommt es erst zu einem
starken Calciumanstieg (Blaufdrbung) und dann zum Austreten von Zytoplasma..
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Abb.22: Konzentrationsabhdngiger Einfluf3 der Applikation von Olséiure auf die intrazellulire
Calciumkonzentration der Keratinozyten. (20°C, HBS-Medium, Anfirbung mit Fluo3 und
Fura-Red, Exzitation 488nm, Detektion bei 525nm und 660nm). Angegeben sind Mittelwert
und Standardabweichung (Balken) auf der Grundlage von 17uM:zwei Versuchen mit 2 und 4
Zellen, 43uM: 2 Versuche mit 2 und 3 Zellen, 170uM: drei Versuche mit 2, 3 und 3 Zellen.
(p<0,001 ab t<10 min)
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Abb.23: Konzentrationsabhdngiger Einfluff der Applikation von Myristinsdure auf die
intrazelluldre Calciumkonzentration der Keratinozyten. (Versuchsanordnung analog Abb. 22)

Angegeben sind von Mittelwerte aus 2 Versuchen pro Konzentration mit Messungen an je
zwei bis fiinf einzelnen Zellen und Standardabweichung (Balken).(p>0.05)
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Am Beispiel der Olsdure (Abb. 22) lieBen sich Unterschiede im Anstieg der
Calciumionenkonzentration auf hohe und niedrige Fettsdurekonzentrationen Unterschiede
nachweisen. Signifikante Unterschiede zeigen sich zwischen 17uM und 42,5uM einerseits
und 170uM andererseits. Analog durchgefiihrte Experimente mit Arachidon- und Linolséure
fihrten zu &hnlichen Ergebnissen (Daten nicht gezeigt). Bei Applikation hoher
Konzentrationen waren starke Anstiege der intrazelluldre freien Calciumkonzentration zu
verzeichnen, wihrend niedrige und mittlere Konzentrationen freier Fettsduren kaum einen
Einflf3 hatten, es sei denn, es kam zur Zellyse. Bei der Myristinsdure (Abb. 23) sind diese
Unterschiede, wie bei Stearin- Palmitin- und Laurinsdure, weniger ausgepridgt und nicht
signifikant.

In Anbetracht der Tatsache, daB3 die bei den Versuchen beobachteten Zellanzahlen sehr gering
sind, erwies sich eine statistische Auswertung als problematisch. Wir koénnen jedoch
schluBfolgern, daB es einen Trend gibt, nachdem hohe Konzentrationen von (speziell
ungesdttigten) freien Fettsduren eine starkere Erhohung der Konzentration von intrazelluldrem

freien Calcium bewirken als mittlere oder niedrige, die ihrerseits kaum einen Einflufl haben.

4.5.3. Einfluf} der Kettenliinge und des Sattigungsgrades freier
Fettsauren auf die intrazellulire Konzentration freien
Calciums

Die Versuche zeigten unterschiedliche Reaktionen der Keratinozyten auf verschiedene
Fettsduren. Diese Erkenntnis sollte an Beispielen systematisch bearbeitet werden. Haben also
Eigenschaften wie Kettenldnge oder Séattigungsgrad einen direkten Einflul auf das Ausmall
der Calciumkonzentrationsdnderung? Die Abbildungen 24 und 25 zeigen die zugehorigen
Diagramme.

Wir untersuchten (Abb. 24) die Wirkung von Laurin-, Myristin-, Palmitin- und Stearinsdure
auf die intrazelluldre, freie Calciumkonzentration. Auch in hoher Konzentration (170uM)
hatten alle diese Fettsduren kaum einen EinfluB3, sie fiihrten nur zu einer geringen Zunahme
der intrazelluldren Calciumionenkonzentration. Unterschiede in der Beeinflussung der
Calciumkonzentration waren nicht nachzuweisen.

Anders ist das, wenn man freie Fettsduren unterschiedlichen Séattigungsgrades betrachtet
(Abb. 25). Wir fithrten Inkubationen mit Fettsduren gleicher Kettenldnge, die keine, ein oder
zwei Doppelbindungen im Molekiil aufweisen, (Stearin-, Ol- und Linolsiure) durch. Es zeigte

sich, dafl mit zunehmender Zahl der Doppelbindungen die Erh6hung der freien
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Abb.24: Einflufp der Kettenlinge der verwendeten Fettsduren (Endkonzentration 170uM,
Pfeil) auf die intrazellulire Calciumkonzentration der Keratinozyten. Darstellung von
Mittelwert und Standardabweichung (Balken) Laurinsdure: 2 Versuche je 5 einzelne Zellen,
Myristinsdure: 2 Versuche 3 und 4 einzelne Zellen, Stearinsdure: 2 Versuche 6 und 2 einzelne

Zellen, Palmitinsdure: 2 Versuche 3 und 5 einzelne Zellen. Versuchsanordnung ansonsten
analog Abb. 22.(p>0.05)
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Abb.25: Einfluf} des Sdttigungsgrades der verwendeten Fettsduren (Endkonzentration 170uM,
ab Pfeil) auf die intrazellulire Calciumkonzentration der Keratinozyten.. Abtragung von
Mittelwert und Standardabweichung (Balken). ) Stearinsdure: 2 Versuche 6 und 2 einzelne
Zellen, Olscdure: 3 Versuche 2, 2 und 3 einzelne Zellen, Linolsdure: 2 Versuche je 5 einzelne
Zellen. Versuchsanordnung ansonsten analog Abb. 22.(p<0,009 ab t<10 min)
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intrazelluldren Calciumionenkonzentration stirker ausfiel, wobei man auch hier die Aussage
wegen der geringen Zellanzahl kritisch sehen muf. Auf ein weiteres Problem wurde bereits
im Kapitel 4.5.1. eingegangen. Bei sehr hohen Konzentrationen ungeséttigter Fettsduren kann
man davon ausgehen, daB3 viele Zellen nach kiirzerer oder ldngerer Inkubationszeit so stark
geschddigt werden, dal sie dies nicht {iberleben. Es kommt im Zuge der
Membrandesintegration zu einem starken Calciumanstieg. Hier kann man wahrscheinlich
nicht mehr allein von einer Reaktion auf die Fettsdureapplikation sondern eher von einer
Folge der Membranstorung sprechen. Dabei spielt die relative Hohe und der genaue Zeitpunkt
des Anstieges der Calciumkonzentration fiir die Zelle keine Rolle mehr. Da nicht alle Zellen
zur gleichen Zeit eine Membranruptur durchmachen, kommt es auch zu den teilweise sehr
hohen Standardabweichungen. UngleichmiBige Verdnderungen der Calciumkonzentration
von Keratinozyten wurden auch von Biré et al. (1998) bei Behandlung mit
Adenosintriphosphat beschrieben. Dennoch lassen sich bei gleicher Kettenlédnge signifikante
Unterschiede in der Wirkung in Abhéngigkeit von der Zahl der Doppelbindungen erkennen.

Hiernach wird eine Fettsdure besser toleriert, je gesattigter sie ist.

4.5.4. Einflul} eines physiologischen Fettsauregemisches auf die
intrazellulire Calciumkonzentration

Gesittigte freie Fettsduren fiihrten auch in hohen Konzentrationen nur zu geringen und meist
transienten  Erhohungen der intrazelluliren Calciumionenkonzentration, wéhrend
Doppelbindungen im Molekiil der freien Fettsduren eine stirkere Erhohung bewirkten. In der
Literatur gibt es Hinweise, daB3 freie Fettsduren im physiologischen Gemisch weniger
zellschiddigend wirken (Hennig et al. 1993). Wir verwendeten die dort publizierte
Zusammensetzung. Dabei fiel auf, dal das physiologische Fettsduregemisch, das im Anteil
95uM ungesittigte Fettsduren enthilt (sieche Kap. 2.2.2. Tab. 2) eine geringere Wirkung auf
die Calciumhomoostase hatte, als 90uM einer einzelnen ungeséttigten Fettsdure (Vergleich

mit Linolsdure in Abb. 26).
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Abb. 26: Vergleich des FEinflusses freier Linolsiure und eines physiologischen
Fettsduregemisches auf die intrazellulire Konzentration freien Calciums. Untersucht wurden
Keratinozyten analog Abb. 22. Als Effektoren wurden Linolsdure 90uM und ein
physiologisches Fettsduregemisch 170uM (Anteil ungesdttigter Fettsduren von 56%)
eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen (Linolsdure: 2 Versuche
2 und 3 Zellen, Fettsduremischung: 2 Versuche je 5 Zellen.(p<0,005 ab t=20min)

4.5.5. Vergleich zum Einflul} von freien Fettsauren, einem
physiologischen Fettsduregemisch und pflanzlichen Olen
auf die intrazellulire Calciumkonzentration

Ole spielen in der Hautpflege eine groBe Rolle, obwohl sie oft sehr hohe Anteile an
ungesittigten, zytotoxischen Fettsiiuren enthalten (vgl. Tabelle Ole Kap. 2.2.2.). Anscheinend
wirkten sie verestert mit Glycerol (Esterbindungen werden durch membranstindige Esterasen
nach und nach gespalten) und im Gemisch weniger oder gar nicht zellschidigend.

Um dies zu tberpriifen, fiihrten wir Untersuchungen mit ausgewéhlten Pflanzendlen durch
und vergleichen sie hier mit entsprechenden Versuchen mit geséttigten und ungeséttigten
freien Fettsduren. In der Literatur finden sich Hinweise, dal zum Beispiel veresterte und freie
Linolsdure zumindest partiell gegensatzliche Wirkungen auf Keratinozyten haben. Liu und

Belury beschrieben 1998, daB freie Linolsdure die intrazelluldre Arachidonsdurekonzentration
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Abb.26: Zusammenstellung der Fettsiure- und Olversuche mit Calciummessung: Dargestellt
ist die Hohe der Fluoreszenz mit calciumsensiblen Farbstoffen (analog Abb. 22.) nach
einstiindiger Inkubation mit der entsprechenden Fettsdure bzw. dem physiologischen
Fettsduregemisch nach Hennig et al. 1993. Mittelwerte iiber jeweils 2-4 Versuche mit
Messungen an je 2-6 einzelnen Zellen. (signifikanter Unterschied zwischen Ol-, Linol- und
Arachidonsdure 170uM und allen anderen Sduren in allen Konzentrationen p<0.01)
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Abb. 27: Zusammenstellung der Fettsiure- und Olversuche: Messung der Konzentration des
intrazelluldren freien Calciums (analog Abb. 22). Die Zellen wurden eine Stunde mit der
Fettsiure/ dem Ol inkubiert (170uM). Dargestellt sind die Mittelwerte iiber jeweils 2-4
Versuche mit Messungen an je 2-6 einzelnen Zellen. (signifikanter Unterschied zwischen Ol-,
Linol- und Arachidonsdure 170uM und allen anderen Sduren in allen Konzentrationen
p<0.01)
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erhohte, wiahrend sie durch gebundene verringert wurde. Dies ist fiir eine mdgliche praktische
Anwendung insofern von Bedeutung, als Arachidonsdure Ausgangssubstanz fiir
proinflammatorische Eicosanoide ist, denen eine grofle Rolle in der Ausbildung von
Entziindungsreaktionen der Haut zukommt (Podhaisky et Wohlrab 2002).

Die Diagramme Abb. 27 und 28 zeigen eine Zusammenstellung der Reaktionen auf alle
verwendeten Fettsduren in je drei Konzentrationen und einen Vergleich aller verwendeter
Fettsduren und Ole bei einer Konzentration von 170uM nach einstiindiger Inkubation.

Eine signifikant stirkere Beeinflussung der intrazelluldren freien Calciumkonzentration
fanden wir nur bei Behandlung mit hohen Konzentrationen ungesittigter freier Fettsduren im
Vergleich zu allen iibrigen eingesetzten Effektoren. Diese ihrerseits hatten zwar zum groB3en
Teil eine signifikante Erhohung der Calciumkonzentration zur Folge, unterschieden sich in
dieser jedoch nicht signifikant voneinander.

Obwohl Zytotoxizitit und Stérungen der Calciumhomdostase nicht aneinander gekoppelt
sind, stellt eine Beeinflussung der Calciumkonzentration doch Stre dar und ist mit
zusitzlichem Energiebedarf zur Erreichung des Normalzustandes verbunden. Die Vermutung,
daB die Anderung der Calciumkonzentration durch Ole geringer ausfallen wiirde, konnten wir
belegen und schlossen daraus, dal Gemische von Fettsduren fiir die Zellen besser tolerierbar
sind. Dabei ist eine geringere Storung des intrazelluldren Gehalts an verschiedenen Fettsduren

eine mogliche Erkldrung.

54



4.5.6. Einflul} des Kulturalters auf die fettsiureinduzierte
Verinderung der intrazellularen Calciumkonzentration

Keratinozyten @ndern sich in vivo in Form, Gestalt, Kontakt zur Umgebung und Aufgaben.
Ebenso dndert sich (oder dndern sie) ihre Umgebung selbst. Auf die differenzierungsbedingte
Anderung der extrazelluldren Calcium- und Fettsiurekonzentration wurde im Kapitel 2.1.
eingegangen. Da HaCaT- Zellen ihre Differenzierungsfahigkeit trotz Immortalisierung
erhalten haben, waren Effekte des Kulturalters der Zellen bei den Versuchen in Betracht zu
ziehen. Hinweise hierfiir finden sich bei Poumay und Pittelkow 1995. Sie beschreiben eine
rapide Abnahme der Proliferationsrate und eine zunehmende Nachweisbarkeit von
Differenzierungsmarkern bei Erreichen der Konfluenz. Cho und Bikle fanden 1997 eine
Kulturalterabhédngigkeit der Calcium-ATPase-
Aktivitdt. Watt et al. beschrieben 1991 das
Auftreten von weniger abgeflachten Zellen in
Monolayerkulturen, die auf die Stimulation mit
Wachstumsfaktoren einen geringeren transienten
Calciumanstieg zeigten, als umgebende Zellen.
Auch wir fanden in subkonfluenten
Keratinozytenkulturen - mit zunehmendem
Kulturalter haufiger - groBere Einzelzellen, die,
wie in der Abb. 28 zu sehen, dem typischen Bild
der Basalzelle nicht mehr entsprachen.

Die Reaktionen der Zellen auf Fettsduren waren
ebenfalls verdndert. Insgesamt kann man sagen,
daB die Keratinozyten (siche Diagramme Abb. 29
und 30) mit zunehmendem Kulturalter resistenter

gegeniiber Fettsduren wurden.

Abb.28: Abgekugelte Zelle (Pfeil), die dem Bild der
. tiblichen Basalzelle nicht mehr entspricht. Oben

| Anfirbung mit Fluo-3 und Fura-Red, unten
Durchlichtaufnahme. (Keratinozyten iiber 4 Tage in

SFM kultiviert und in HBS tiberfiihrt)
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Abb.29: Abhdingigkeit der Anderung der intrazellulire Calciumkonzentration auf Linolsdure
90uM vom Kulturalter. (20°C, HBS-Medium, analog Abb. 22)Angegeben sind Mittelwerte
und Standardabweichungen. Blauer Graph 3 Tage alte Zellen (2Versuche, 2 und 4 Zellen),
roter Graph 4 Tage alte Keratinozyten (2 Versuche, 3 und 4 Zellen).(p<0,001 ab t=20min)
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Abb.30: Abhiingigkeit der Anderung der intrazelluliren Calciumkonzentration auf Olsdure
170uM vom Kulturalter. (20°C, HBS-Medium, analog Abb. 22) Angegeben sind Mittelwerte
und Standardabweichungen. Blauer Graph 2 Tage alte Zellen (2Versuche, 2 und 3 Zellen),
roter Graph 4 Tage alte Keratinozyten (2Versuche, a 3 Zellen).(p<0,001 ab t=20min)
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Die Reaktion auf die Fettsduren war am 2.und 3. Kulturtag etwa gleich, ab dem 4. Tage war
eine rapide Abnahme der Sensibilitdt gegeniiber ungeséttigten freien Fettsduren nachweisbar.
Die Ergebnisse gehen konform mit der Determination der Keratinozyten im Sinne der
Differenzierung, Produktion von Fettsduren und Fetten und der Aufrechterhaltung eines
Calciumgradienten in der Haut in vivo und sprechen im Umkehrschlufl fiir die Ndhe des
Modells HaCaT- Keratinozyten zu seinen ,,normalen* Verwandten.

Nicht ganz ausgeschlossen ist auch eine parakrine Beeinflussung der Zellen untereinander. So
fanden wir, daBl Zellhaufen mit einer abgekugelten Zelle hdufig sehr viel geringere
Reaktionen zeigten als solche, die morphologisch homogen aussahen. Es war uns sogar
moglich, das Ausmal3 der Reaktion auf Fettsduren in Abhingigkeit von der Entfernung von

einer ,,Kugelzelle* im gleichen Zellhaufen zu messen.
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Abb.31: Diagramm eines Einzelversuches: Vier Tage alte Keratinozyten wurden mit 90uM
Linolsdure inkubiert (Pfeil). (20°C, HBS-Medium, analog Abb. 22) Zelle 1 ist die abgekugelte
Zelle, Zelle 4 ist die im Beobachtungsfeld weitestmoglich davon entfernte (sieche Abbildung
32).

57



Anordnung der
Zellen:

Zelle 1

Zelle 2

Zelle 3

Zelle 4

Abb.32: Bild der Zellen. Die fiir das Diagramm (Abb. 31) ausgewdhlten Areale sind
eingezeichnet.

Im Diagramm ist die Reaktion von vier Tage alten Keratinozyten auf Linolsdure dargestellt.
Wie im Bild beschrieben, sind Zellen 2-4 in Hinblick auf zunehmenden Abstand zu Zelle 1
ausgewdhlt. Es zeigt sich, dal Zelle 4 empfindlicher auf die Linolsdure reagiert als Zelle 2. Es
scheint, daf} der Abstand zu der Zelle 1 ein Faktor fiir die Reaktionsstirke ist. Moglicherweise
ist die morphologische Verdnderung dieser Zelle Ausdruck fiir eine Differenzierung. Diese
Vermutung muf} jedoch noch in weiteren Versuchen iiberpriift und gekldrt werden, ob die
beschriebenen Formveranderungen differenzierungsbedingt sind.

Versuche wurden auch in calciumarmem (HBS ohne Calcium) und calciumfreiem (HBS ohne
Calcium mit EDTA) Medium durchgefiihrt. Die Verwendung von calciumarmem Medium
hatte kaum FEinflu auf die Hohe des Calciumsignals (Daten nicht gezeigt), unter
calciumfreiem Medium kam es bei vielen Zellen zur Ablosung vom Untergrund, wodurch die
Versuche nicht mehr auswertbar wurden (vgl. Thiele 1995).

Da auch hohe Konzentrationen von Fettsduren Keratinozyten in kurzer Zeit zwar schadigen,
aber nicht zum Tod aller Zellen fiihrten, stellte sich uns die Frage, inwieweit einige Zellen
diese Behandlung lidngere Zeit iiberleben konnen. Hierzu wurden Dauerinkubationen mit

verschiedenen Fettsduren durchgefiihrt und mit unbehandelten Zellen gleichen Alters
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verglichen. Da man davon ausgehen kann, daB die meisten Keratinozyten eine
Langzeitinkubation mit 170uM Linolsdure nicht iiberlebt haben, spricht es fiir die grofle
Anpassungsfahigkeit der iibrigen, daB3 nach fiinftagiger Inkubation lichtmikroskopisch nicht
wesentlich verdnderte, vitale Zellen nachweisbar waren (Anfarbung mit Trypanblau negativ).
Eine Erklarung findet sich bei van der Lee et al. 2000: An Kardiomyozyten konnten durch die
Inkubation mit Fettsduren fettsdurebindende und —abbauende Proteine induziert werden.
Daneben besteht natiirlich auch die Moglichkeit, da3 es sich bei den iiberlebenden Zellen um
in der Differenzierung weiter fortgeschrittene Zellen handelt. Rein optisch lieBen sich auller
der geringeren Zellanzahl jedoch keine Unterschiede zu den mit nicht zytotoxischer
Stearinsdure inkubierten Zellen feststellen. Dies miiite in weiterfithrenden Studien untersucht

werden.

4.6. Apoptose und Nekrose als Antwort auf die
Applikation von freien Fettsiuren

4.6.1. Apoptosedetektion mittels Bestimmung externalisierten
Phosphatidylserins

DaB3 ungesittigte freie Fettsduren in zellabhdngig verschieden hohen Konzentrationen
zytotoxisch wirken ist ein allgemein anerkannter Fakt. Es wurde auch vermutet, dafl die
Zellen vorwiegend apoptotisch und nicht nekrotisch werden. Die Differenzierung zwischen
apoptotischen und nekrotischen Zellen, wird folgendermallen erreicht: Zellen, bei denen die
Apoptose begonnen hat, zeigen im Bild eine Anreicherung von Griinfluoreszenz in der
Zellmembran durch Anlagerung von AnnexinV-FITC an externalisiertes Phosphatidylserin.
Die Gegenfarbung mit Propidiumiodid farbt Zellen mit schwerer Membranschédigung (grof3e
Locher) rot. Zellen, die vor der Farbung vital waren, nehmen kaum (idealerweise keinen)
Farbstoff auf und zeigen sich hier nur in der Durchlichtmikroskopie (vgl. Abb. 34).

In vergleichender Weise wurden Studien zur Apoptoseinduktion an HaCaT Zellen auch von
Frode (1998) am DurchfluBzytometer durchgefiihrt. Trotz etwas variierten Versuchsdesigns
stimmen die Ergebnisse mit unseren gut iiberein. Der Vorteil der Laser Scanning Mikroskopie
liegt hierbei vor allem in der direkten Beurteilbarkeit von Einzelzellen und dem geringeren
Fehler durch Vernachldssigung von ,leeren Zellhiillen®, solange diese am Objekttriger haften

bleiben. Ein Nachteil bleibt die geringe Zellanzahl.
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Insgesamt kommen wir, wie in Abb. 33 dargestellt, zu dem Ergebnis, daBl ungesittigte
Fettsduren in konzentrationsabhingiger Weise zur Auslosung der Apoptose fithren. Bei den

Sdulen Nummer 1-4 handelt es sich um Kontrollen: zur Nekroseinduktion wurde

100% /ﬁ
80%
60%
W nekrotisch
[l apoptotisch
40% - O normal
20% -
0% - | |
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Saule Inkubation mit Kommentar
Saule 1 Kontolle unbehandelt
Saule 2 Alkohol 25%
Sdule 3 Hypoosmolare Losung (Medium : Aqua = 1:2) Nekroseauslosung
Saule 4 C2-Ceramid 10uM Apoptoseauslosung
Sédule 5 Linolsdure 17 uM
Sdule 6 Linolsdure 42,5 uM
Sdule 7 Linolsdure 170 pM
Sdule 8 Linolsdure 340 uM
Sdule 9 Linolsdure 510 pM
Sdule 10 Palmitinsdure 170 uM
Sdule 11 Physiologische Fettsduremischung 170 uM
Sdule 12 Hanf6l 170 uM

Abb.33.: Im Diagramm ist die Wirkung unterschiedlicher Substanzen (siehe Tabelle) auf die

Einleitung von Apoptose und Nekrose dargestellt. Die Zellen wurden eine Stunde mit der

jeweiligen Substanz inkubiert (20°C, in HBS-Medium) und dann mit Annexin V-FITC und

Propidiumiodid angefirbt. Die Auswertung erfolgte am LSM (Exzitation 488nm, Messung der

Emission bei 525nm und 660nm. Auszdhlung von jeweils 50-100 Zellen aus je 2 Versuchen),

Signifikanztestung Siulen 5-9 ¥’ 4/95=67,92 (>9,49), Signifikanztestung Sculen 7, 10-12
2 595=112,37 (>7,81)
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Abb.34: Ausgewdhlte Bilder der mit Fettsduren inkubierten Keratinozyten. Griine
Membranfdrbung kennzeichnet die Apoptose, starke Rotfirbung der gesamten Zelle zeigt die
Nekrose bzw. sehr spdte Apoptose an. Die Zellen wurden fiir eine Stunde inkubiert mit (a)
Linolsdure 42,5uM, (b) und (c) Linolsdure 170uM (in HBS, 20°C). Anschlieffend Fdrbung mit
Annexin-V-FITC und Propidiumiodid (Exzitation bei 488nm, Messung der Emission bei 525
und 660nm)
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hypoosmolares Medium (ein Teil HBS mit zwei Teilen Wasser), zur Apoptoseausldsung
Ceramid (Gniadecki et al. 1998) verwendet.

Analog wurden Versuche mit Arachidonsdure durchgefiihrt. Wie bei der Linolsdure kommt
es bei hohen Konzentrationen zur Apoptose praktisch aller Zellen (Ergebnisse nicht gezeigt).
Es ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen der Wirkung von Linolsdure gegeniiber
Palmitinséure, der physiologischen Mischung und Hanfol und zwischen verschiedenen
Linolsdurekonzentrationen.

De Ergebnisse geben Grund zu der Annahme, dal neben der proapoptotischen
extrazelluldren Calciumkonzentration moglicherweise auch die Umgebung der Zellen mit
hohen Konzentrationen freier ungesittigter Fettsduren und nachfolgend deren steigenden
intrazelluldren Konzentrationen zur normalen Differenzierung und folgenden Apoptose von
Keratinozyten in der Epidermis notwendig sind. Diese These wird gestiitzt durch zahlreiche
neuere Forschungen auf dem Gebiet der fettsdurebindenden Proteine (FABP) und der
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPAR’s). Hohoff et al. gelang 1999 die
Charakterisierung eines rekombinanten epidermalen FABP, dessen Struktur eine Praferenz fiir
langkettige Fettsduren nahelegt. Huang et al. beschrieben 2002 den Transport freier
zytoplasmatischer Fettsduren durch FABP’s in den Kern, wo sie (Tan et al. 2002) in
Beziehung zu PPAR’s treten und den gemeinsamen Agonisten, natiirlicherweise langkettige
Fettsduren, iibergeben. Die Aktivierung der PPAR’s fiithrt zur Konvertierung in aktive
Transkriptionskomplexe (Vanden Heuvel 1999) und iiber weitere Zwischenschritte
schlieBlich zu Proliferationshemmung und Differenzierung (Westergaard et al. 2001), wobei
die Verteilung der PPAR-Subtypen in gesunder Haut nicht gleichméBig ist- ein weiterer
Hinweis auf die enge Verzahnung mit der Differenzierung der Keratinozyten. Dabei konnte
von Sheu et al. 2002 gezeigt werden, dall die Aktivierung der PPAR selektiv fiir bestimmte
Fettsduren ist. Wéahrend Linolsdure zur Aktivierung fiihrte, blieb diese bei Behandlung mit
Stearinsdure aus. Im dort publizierten Aufbau war die Behandlung von Mausen mit chronisch
entziindlichen Hautverdnderungen im Sinne eines Modells fiir Kontaktdermatitis, gemessen
an der Abnahme der Hautverdickung und des Gehalts an entziindlichen Zellen, ausgesprochen
erfolgreich. Die von uns gezeigt Apoptoseauslosung durch ungesittigte Fettsduren ist
moglicherweise durch in basalen Keratinozyten vorkommende PPARa vermittelt.

Die Trennung zwischen den beiden sich teilweise bedingenden Phinomenen der direkten
Zytotoxizitidt von Fettsduren und der calciuminduzierten Zellschddigung bleibt Gegenstand

weiterer Forschungen.
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4.6.2. Nachweis der Kernpyknose

Da es in der Literatur Hinweise gibt, da3 die Externalisierung von Phosphatidylserin in
einigen Féllen das einzige Apoptosemerkmal ist und dafl es zum weiteren Durchlaufen der
Apoptose nicht kommt (Shvedova et al. 2002), fiihrten wir punktuell weitere Versuche zur
Absicherung der angenommenen Apoptoseinitiation durch. Wie im Kapitel 2.3.5.
beschrieben, dndert sich die Kerngrof3e von Zellen bei Apoptose und Nekrose abhéngig vom
Zelltodmechanismus. Wir behandelten die Keratinozyten wahlweise mit Linol- oder
Arachidonsédure und maflen den Kerndurchmesser. Die Ergebnisse sind in Abb. 35 dargestellt,
die Abb. 36 zeigt ausgewdhlte Zellen zu Versuchsbeginn und —ende. Auf die Behandlung mit

Linolsdure und Arachidonsiure
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—— Arachidonsaure
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50 T T T T T T T T
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Abb.35: Beobachtung der Kernpyknose nach Behandlung mit Linolsdure und Arachidonsdure
42,5uM (Pfeil) (HBS-Medium, 20°C). Anfdrbung mit HOECHST 33342 und Messung der
Kernfldche. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen zweier Versuche mit 4
(Linolsdure) und 5 (Arachidonsdure) Zellen. (p=0.03 zwischen Anfangs- und Endgrofie;
signifikante Unterschiede zwischen Arachidonsdure- und Linolsdurewirkung bestehen nicht.)

reagierten die Zellen mit Kernflichenverringerung. Da die Fluoreszenz pro Flache hierbei
nicht zunimmt, kann man von Kernpyknose im Gegensatz zu einer Flichenveringerung durch
Formverdanderung (Abkugeln) des Zellkerns sprechen. Die Kerne schrumpfen im Laufe der
Experimente signifikant, was fiir einen Eintritt der Keratinozyten in die Apoptose spricht.
Eine Differenzierung im Ausmaf3 der Kernpyknose zwischen Linol- und Arachidonsidure war
nicht moglich. Die nahezu lineare Schrumpfung der Kerne gegen Ende der Beobachtung nach
Arachidonsédureapplikation 146t jedoch eine stirkere Wirkung der Arachidon- versus der
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Linolsdure vermuten. Diese Ergebnisse decken sich mit denen der Annexin-FITC-Versuche

(siehe Kapitel 4.6.1.), bei denen die gleichen Saurekonzentrationen hdufig zur Apoptose
fiihrten.

Abb. 36: Kernpyknose.
Ausgewdhlte Zellen vor
(oben) und 80min nach
(unten) Applikation von
Linolsdure 42,5uM (in
HBS, 20°C, Anfdrbung
mit HOECHST 33342)

64



5. Zusammenfassung

Keratinozyten sind Einfliissen der Umgebung unmittelbar ausgesetzt. Die durchgefiihrten
Untersuchungen sollten Einblicke in Aufnahme, Verstoffwechselung, Wirkung und eventuelle
Schiidigung von Zellen durch freie und in Olen gebundene Fettsiduren am Beispiel von
HaCaT- Keratinozyten unter in-vitro-Bedingungen geben.

Die Aufnahmestudien wurden unter Verwendung der selbstfluoreszierenden Parinarsdure
durchgefiihrt. In den Versuchen konnte nachgewiesen werden, da3 Parinarsdure zunéchst in
die Zellmembran aufgenommen wird und sich spiter und in geringerem Ausmal} in
Membranen im Zellinneren ansammelt. Eine Séttigung der Parinarsdureaufnahme war in
unseren Versuchen nicht nachzuweisen.

Die Verstoffwechselung von Fettsduren wurde mittels Lipidextraktion nach Inkubation mit
radioaktiv markierter Palmitinséure untersucht. Aufnahme und Ein- beziehungsweise Abbau
der Palmitinsiure ist in Ubereinstimmung mit an anderen Zellen gewonnenen Ergebnissen ein
schneller Proze8. Bereits nach zehn Minuten war ein groBBer Teil der Radioaktivitdt nicht
mehr als Palmitinsdure selbst nachzuweisen, die Zahl der entstandenen Produkte stieg dabei
mit zunehmender Inkubationsdauer kontinuierlich an.

In zahlreichen Studien wird iiber die zytotoxische Wirkung von ungesittigten Fettsduren im
Gegensatz zu gesittigten Fettsduren berichtet. Da Keratinozyten Kontakt zu hohen
Konzentrationen von freien Fettsiuren und Olen haben, stellte sich die Frage, wie sensibel sie
auf diesen Reiz reagieren. Hierzu fiihrten wir Untersuchungen zur Anderung der
intrazelluldren Calciumkonzentration durch, weil deren Anstieg als Ausloser von
Differenzierung, aber auch von Apoptose gilt. Tatsdchlich stieg die intrazelluldre
Calciumkonzentration bei Inkubation mit ungeséttigten Fettsdauren in
konzentrationsabhdngiger Weise an. Bei der Behandlung mit gesittigten Fettsduren kam es
allenfalls zu einem geringen Anstieg. Zusétzlich untersuchten wir die Wirkung einer Reihe
ausgewihlter nativer Ole, die in der Kosmetik eine Rolle spielen. Viele davon enthalten einen
hohen Anteil ungesittigter Fettsduren in Veresterung mit Glycerol (vgl. Kap. 2.2.1.). Fette
werden durch extra- und intrazelluldir vorkommende Lipasen gespalten, ein Teil der
Fettsduren wirkt also in freier Form. Daher ist es erstaunlich, daB selbst Ole wie
Nachtkerzendl oder Hanfol mit Anteilen ungeséttigter Fettsduren um 90% keinen starken

Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration verursachen.
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Auf das Ausmall des Anstieges der intrazelluldren freien Calciumionenkonzentration
besonders nach Behandlung mit ungesittigten Fettsduren hatte das Kulturalter einen Einfluf3
und auBerdem bestand ein Zusammenhang mit bestimmten morphologischen Besonderheiten
einzelner Zellen, die vermutlich differenzierungsbedingt waren. Daneben konnte eine
Erniedrigung des intrazelluldren pH-Wertes durch Fettsduren nachgewiesen werden.

Bei diesen Versuchen fiel auf, da3 die Keratinozyten auf hohe Konzentrationen ungeséttigter
Fettsduren hiufig mit schwerwiegenden morphologischen Verdanderungen reagieren. Dies liel3
vermuten, daf} ein Teil der Zytotoxizitit ungesittigter Fettsduren auf Membranschidigungen
beruht. Untersuchungen von Oberle (1999) bewiesen eine Permeabilisierung von
Modellmembranen durch Fettsduren. In gemeinsamen Experimenten wurde dies mit
gedndertem Versuchsdesign auch an Keratinozyten nachgewiesen. Unter Inkubation mit einer
mittleren Linolsdurekonzentration kommt es zu einer Permeabilisierung der Zellmembran, die
sogar groBen, hydrophilen Molekiilen inklusive Hydrathiille eine Passage ins Zellinnere
erlaubt.

Als Mechanismus der Zytotoxizitdt ungeséttigter Fettsduren wird die Apoptose favorisiert.
Wir wiesen nach, da3 selbst hohe Konzentrationen ungeséttigter Fettsduren nicht zur Nekrose
der Keratinozyten fiihren. Jedoch kommt es in Abhidngigkeit von der Konzentration der
ungesittigten Fettsdure zur Apoptose. Bei Inkubation mit gesdttigten Fettsduren, einer
physiologischen Fettsduremischung mit einem Anteil ungeséttigter Fettsduren von 56% und
von Olen wurde selbst bei Verwendung hoher Konzentrationen (170uM) keine Apoptose
induziert. Fiir die Fettsduremischung ist dies besonders bemerkenswert, als es bei mittleren
Konzentrationen (42,5uM) von Linolsdure allein bereits zu einem signifikanten Anstieg der
Apoptoserate kam.

Untermauert werden diese Ergebnisse durch den Nachweis der Kernpyknose als Reaktion auf
ungesittigte Fettsdure am Beispiel von Arachidon- und Linolséure.

Insgesamt konnten wir zytotoxische, genauer proapoptotische Wirkungen freier ungeséttigter
Fettsduren an Keratinozyten belegen. Besonders die apoptoseinduzierende Wirkung mittlerer
Konzentrationen von Linolsdure an hyperproliferativen (Bonnekoh et al. 1991) in-vitro
kultivierten humanen Keratinozyten 148t eine in-vivo Testung zur topischen Therapie bei

hyperproliferativen Hauterkrankungen sinnvoll erscheinen.
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7. Thesen

1. HaCaT-Zellen (Human Adult low Calcium high Temperature Keratinocytes) sind spontan
immortalisierte, nicht tumorigene Keratinozyten aus humaner Epidermis. Sie wachsen
adhdrent und konnen sich differenzieren. Fiir die Versuche wurden subkonfluente

Kulturen verwendet, um wenig differenzierte Zellen zu untersuchen.

2. Fettsduren werden von Keratinozyten aus der Umgebung aufgenommen. Hierbei wird ein

Zusammenspiel von aktivem und passivem Transport {iber die Membran favorisiert.

Parinarséure ist eine Fettsdure mit vier konjugierten Doppelbindungen, die in hydrophober
Umgebung fluoresziert. Sie ist ein gutes Werkzeug, den Transport von Fettsduren durch

die Membran zu beobachten.

Die Aufnahme von Parinarsdure in relevantem Ausmal erfolgt innerhalb von Minuten.
Zunéchst 148t sich ein Einbau in die Zellmembran und spéter und in geringerem Umfang

eine Verteilung auf intrazelluldire Membranen nachweisen.

3. Der Umbau freier Fettsduren ist ebenfalls ein schneller ProzeB. Nach Applikation von
freier '*C-Palmitinsdure kann die Radioaktivitit bereits nach zehn Minuten in elf

verschiedenen Lipidfraktionen nachgewiesen werden.

4. Ungesittigte Fettsduren fithren an HaCaT-Zellen zur Membranpermeabilisierung.
Untersucht wurde das Eindringen groBer, hydrophiler Molekiile des 6-Carboxyfluoreszein
(6-CF) in das Zellinnere. Da fiir 6-CF kein Transportmechanismus bekannt ist, geht man

von Membranstérungen aus, die das Vorhandensein intrazelluldren 6-CFs bedingen.

5. Durch die Applikation mittlerer und hoher Konzentrationen ungeséttigter Fettsduren kann
es zur lokalen Membranruptur mit Auslaufen des Zytosols und Tod der Keratinozyten
kommen. Besonders hdufig tritt dies bei Behandlung der Zellen mit Arachidon- und

Linolsiure auf, seltener bei Verwendung von Olséure.
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6. Freie Fettsduren sind schon in niedrigen Konzentrationen in der Lage, den intrazelluldren

pH-Wert von Keratinozyten zu senken.

7. Die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen stellt eine gute Methode zur
Calciumkonzentrationsmessung vitaler Zellen dar, weil sie mit einer sehr geringen
Zellbeeinflussung auskommt. Jedoch ist eine Kalibrierung oft fehlerbehaftet und teilweise
nicht durchfiihrbar. Daher betrachten wir Fluoreszenzinderungen als MaB fiir Anderungen

der intrazelluldren Calciumkonzentration.

8. Die Applikation freier Fettsduren und nativer Ole fiihrt zu einem Anstieg der

intrazelluldaren Calciumionenkonzentration. Dessen Ausmal} war abhidngig von

e der Konzentration der gewihlten Fettsdure, wobei eine  hohere

Fettsdurekonzentration einen héheren Anstieg bewirkte.

e der Zahl der Doppelbindungen der gewidhlten Fettsdure. Je mehr Doppelbindungen

im Molekiil der Fettsdure vorhanden waren, desto hoher fiel der Anstieg aus.

e dem Kulturalter der Keratinozyten. Altere Keratinozyten waren unempfindlicher
gegeniiber Fettsduren, der Anstieg der intrazelluldren Calciumionenkonzentration

war bei ihnen geringer.

Die Kettenldnge der verwendeten Fettsdure hatte keinen Einflu auf die Hohe der
Anderung der Calciumkonzentration. Ebenso ist der Anstieg der intrazelluliren
Calciumkonzentration  bei geséttigten Fettsduren, einer  physiologischen
Fettsduremischung mit einem Anteil ungesittigter Fettsiuren von 56% und nativen Olen

mit Anteilen ungesittigter Fettsduren von bis ca. 90% etwa gleich.

9. Es bestehen Hinweise fiir parakrine Effekte innerhalb groBerer Zellhaufen, wobei grof3ere,
weniger flache, moglicherweise differenziertere Keratinozyten umliegende Zellen zu
beeinflussen  scheinen.  Dabei  ist die = Anderung der intrazelluliren
Calciumionenkonzentration um so geringer, je geringer der Abstand zwischen der

betrachteten Zelle und der fraglich differenzierteren Zelle ist.
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10.

11.

12.

Durch Applikation freier ungeséttigter Fettsduren kann man in Keratinozyten eine
Apoptose auslosen. Es kommt jedoch auch bei extrem hohen Konzentrationen (510uM
Linolsdure) nicht zu einem signifikanten Anstieg der Nekroserate im Vergleich zur
Kontrolle. Bei ca. der Hilfte der Zellen konnte selbst nach einstiindiger Inkubation mit
170uM Linolsdure keine Nekrose oder externalisiertes Phosphatidylserins als frithes
Apoptosemerkmal nachgewiesen werden. Gesittigte Fettsduren, eine physiologische
Fettsiuremischung sowie native Ole 16sen in Konzentrationen bis 170pM keine Apoptose

aus.

Nach Applikation mittlerer Konzentrationen (42,5uM) von Arachidonsdure und

Linolsdure kommt es hdufig zur Kernpyknose als Zeichen der eingeleiteten Apoptose.

Langzeitinkubationen mit hohen Konzentrationen von Fettsduren zeigen, dal3:

e hohe Konzentrationen von Linolsdure zum Tode vieler, aber nicht aller HaCaT-
Zellen fithren — einige sind auch nach fiinf Tagen noch vital und unterscheiden

sich morphologisch nicht von unbehandelten Zellen.

e hohe Konzentrationen von gesittigten Fettsduren keinen Einfluf auf das

Wachstum und die Morphologie der Zellen haben.

Die Ergebnisse zeigen, dal ungesittigte Fettsduren in freier Form proapoptotisch auf
HaCaT-Zellen wirken, diese Wirkung jedoch im Gemisch miteinander und mit gesittigten
Fettsiduren oder durch Kopplung an Glycerol in Form von Olen nicht nachweisbar ist.
Besonders die apoptoseinduzierende Wirkung mittlerer Konzentrationen von Linolsdure
an hyperproliferativen (Bonnekoh et al. 1991) in-vitro kultivierten humanen
Keratinozyten 146t eine in-vivo Testung zur topischen Therapie bei hyperproliferativen

Hauterkrankungen sinnvoll erscheinen.
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