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EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Die Haut ist eines der größten und komplexesten Organe des menschlichen Körpers. Sie

läßt sich proximal nach distal in Subcutis (Unterhaut), Dermis (Lederhaut) und Epidermis

(Oberhaut) untergliedern und fungiert als Grenzorgan zwischen Organismus und Umwelt,

ist Schutz gegen exogene mechanische, physikalische und mikrobielle Einflüsse und

übernimmt immunologische und kommunikative Aufgaben (Abb. 1).

Die Subcutis, bestehend aus einem lockerem Bindegewebe mit eingelagerten Fettzellen,

dient hauptsächlich als Energiespeicher und Kälteschutz. Die Funktion der Dermis ist durch

ihre fibrilläre Proteinstruktur (Kollagene, Elastin), wie mechanische Stabilität und

Reißfestigkeit, gegeben. Sie ist Träger versorgender Gefäße und Nerven sowie auch

Bildungsort von Plasmazellen (immunkompetente Zellen) und Mastzellen (Speicher für

biologisch aktive Substanzen). Bei der Epidermis, der auch die Hautanhangsgebilde (Haare,

Nägel, Drüsen) zugeordnet werden, handelt es sich um ein etwa 0,03 bis 0,25 mm dickes,

mehrschichtiges Plattenepithel. Mit einem Anteil von ca. 90 % sind die Keratinozyten neben

Melanozyten, Langerhanszellen und Fibroblasten die dominierende Zellpopulation. Ihre

Differenzierung von teilungsfähigen, metabolisch aktiven bis hin zu toten, kernlosen,

keratinisierten und abgeflachten Zellen rechtfertigt eine weitere morphologische und

funktionelle Unterscheidung in vier epidermale Schichten (Fritsch, 1990).

Stratum corneum
Stratum granulosum
Stratum spinosum
Stratum basale

Lymphgefäß

Kapillare
Talgdrüse
Haarfollikel

Schweißdrüse

Fettgewebe

Epidermis

Dermis

Subcutis

Abb. 1   Aufbau der Haut

(schematische Darstellung; modifiziert nach Pfeiffer et al., 1988)
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Die Keratinozyten sind die dominierende Zellpopulation in der Epidermis. Durch die

Aufnahme von exozytierten melaninhaltigen Melanosomen aus den Melanozyten bauen sie

einen Schutz gegen die gefährliche Ultraviolettstrahlung auf.

HaCaT-Keratinozyten sind ein häufig angewandtes Modell zum Studium des epidermalen

Lipidmetabolismus. Nachweislich sind diese Zellen unter in vitro Bedingungen zur Synthese

aller in der Epidermis enthaltenen Lipide befähigt. Ist die Keratinozytendifferenzierung in

der Kultur bis zum Aufbau fast aller epidermalen Schichten erweitert, dann ist die

Lipidklasse indikativ für einen kompletten Hautaufbau. Die Keratinozyten synthetisieren in

vivo Lipide, die in lamellaren granulären Körpern verpackt werden und die während der

Enddifferenzierung beim Übergang zum Stratum corneum exozytiert werden. Die Lipide

bilden in dem Extrazellularraum des Stratum corneum multiple Bilayerschichten zum

Aufbau einer Barriere. Die Reifung des Keratinozyten zum Corneozyten als

enddifferenzierten Zustand ist dabei vielfältigen Regulationsprozessen unterworfen. Die als

Endprodukt dieses Entwicklungsprozesses der Differenzierung gebildete Hornschicht erfüllt

die Aufgabe einer Permeabilitätsbarriere zum Schutz gegen verschiedene Umweltnoxen.

Andererseits steuert sie als äußerste Barriere zur Umwelt die Abgabe von körpereigenen

Substanzen, vornehmlich den transepidermalen Wasserverlust (TEWL). Fehlregulationen

dieses Differenzierungsprozesses, die mit einer Störung der Permeabilitätsbarriere durch

Verlust an Lipiden und freien Fettsäuren einhergehen, können oft ursächlich mit der

Pathogenese sehr unterschiedlicher Dermatosen verbunden sein (z.B. Neurodermitis) oder

treten erst sekundär im Ablauf von Erkrankungen in Erscheinung (z.B. Psoriasis vulgaris).

Freie Fettsäuren haben in der Epidermis eine große Bedeutung für den Aufbau einer

funktionierenden Barrierefunktion. So existiert ein regelrechter Lipidgradient im Stratum

corneum, der durch unterschiedliche Anteile von freien Fettsäuren in Abhängigkeit von ihrer

Molekülstruktur charakterisiert ist (Bonte et al., 1997). Elias (1996) beschreibt in diesem

Zusammenhang die Architektur, die metabolische Aktivität und die Interaktivität des

Stratum corneums mit den darunterliegenden Zellschichten, mit Hauptaugenmerk auf die

epidermale Lipidsynthese. Ein Mangel an freien Fettsäuren in der Epidermis bedingt eine

verringerte Barrierefunktion mit einem steigenden transepidermalen Wasserverlust (TEWL).

Sie ist begleitet von einem trockenen und schuppigen Phänotyp der Haut und häufiger

epidermaler Hyperproliferation. Als kurative bzw. palliative Therapie einer solchen

funktionell gestörten Haut steht an erster Stelle die Wiederherstellung der Barrierefunktion

durch externe Gabe von freien Fettsäuren in Form von galenisch angepaßten

Formulierungen (Buslau und Thaci, 1996).

Die freien Fettsäuren sind aber auch in pharmakologischer Hinsicht als sogenannte

Penetrationsenhancer in der topischen Therapie von Interesse. Sie können den Transport

koapplizierter Arzneistoffe in und durch die Haut beeinflussen und sind somit geeignet, die

topische Therapie ausgewählter Arzneistoffe zu modulieren. Hierbei spielt das Ausmaß ihrer

Wechselwirkungen mit den SC-Lipiden, Vehikelbestandteilen und dem Wirkstoff für dessen
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Transport eine wichtige Rolle (Golden et al., 1987; Aungst et al., 1990). Unter den freien

Fettsäuren nimmt die Ölsäure eine Schlüsselrolle als Penetrationsenhancer ein (Niazy,

1991). So bewirkt die Ölsäure zum Beispiel eine gesteigerte Penetration von Hydrocortison

in das Stratum corneum (Schneider, 1997).

Unbestritten ist jedoch, daß die externe Applikation von freien Fettsäuren nach

Eigenpenetration nicht nur zur aktiven Wechselwirkung mit den interkorneozytären Lipiden

führt (Cooper, 1984), sondern ihre Penetration bis in die Dermis nachgewiesen ist

(Schneider, 1997). Der Nachweis des Mechanismus der Wechselwirkungen von

Keratinozyten und freien Fettsäuren ist noch nicht ausreichend geklärt. Daß die freien

Fettsäuren von den Keratinozyten aufgenommen werden, wurde unter anderem von Schürer

et al. (1989) an neonatalen Vorhautkeratinozyten nachgewiesen, sowie die Aufnahme von

Fettsäuren an, aus Mammahaut gewonnenen Keratinozyten (Schürer et al., 1994). In

welcher Art und Weise die freien Fettsäuren mit den Keratinozyten in Wechselwirkung

stehen, ist von besonderem wissenschaftlichen Interesse. Zu klären sind Fragen des direkten

Einflusses freier Fettsäuren auf die Keratinozyten (z.B. Proliferation, Differenzierung) und

durch Fettsäuren induzierte Änderungen biochemischer Prozesse (z.B. mitochondriales

Membranpotential, Proteinexpression).

Einige Vertreter der in der menschlichen Haut reichlich vorhandenen freien Fettsäuren sind

in Abb. 2 dargestellt, zusätzlich eine methylverzweigte Palmitinsäure (10-Methyl-

hexadecansäure; MP), als Beispiel einer substituierten Fettsäure. Der Anteil der im

Organismus vorkommenden Majorfettsäuren ist ungesättigt bzw. gesättigt und nicht

verzweigt. Verzweigte Vertreter, sogenannte Minorfettsäuren, wurden im Wollfett des

Schafes bzw. in den Milchlipiden diverser Wirbeltiere gefunden (Breusch und Kapicioglu,

1971; Nuhn et al., 1985), aber auch in menschlichen Hautoberflächenlipiden konnten

endogene gesättigte, z.T. mehrfach methylverzweigte Vertreter nachgewiesen werden

(Nicolaides und Apon, 1977).
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Arachidonsäure

Abb. 2   Majorfettsäuren im Stratum corneum (schematische Strukturformeln);

10-Methyl-Palmitinsäure - Minorfettsäure

Fettsäuren, die ungesättigt bzw. verzweigt sind, können die Membranfluidität entscheidend

heraufsetzen. Durch eine verstärkte Fluidität ist ein positiver Effekt im Sinne eines

Penetrationsenhancers zu erwarten. Vertreter der gesättigten Fettsäuren (z.B. Palmitin- und

Stearinsäure) führen in der Lipidbarriere der Haut und in Zellmembranen Keratinozyten zu

einer Verdichtung und Veränderungen des Barrieregefüges.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, den Einfluß ungesättigter freier Fettsäuren auf

die Proliferation und Differenzierung humaner Keratinozyten besser zu charakterisieren.

Dazu wurden neben Untersuchungen zum Zellzyklus und der Keratinozytendifferenzierung

vor allem Hinweise über den Pathomechanismus dieser Vorgänge durch Bestimmung des

intrazellulären Calciumgehaltes, der Apoptose sowie der Expression Apoptose-assoziierter

Proteine erfaßt.

Die Kenntnisse dieser Vorgänge könnten einerseits zum besseren Verständnis des

Pathomechanismus verschiedener Dermatosen beitragen, andererseits die gezielte Nutzung

dieser Eigenschaften von freien Fettsäuren in galenischen Formulierungen zur Therapie

und/oder Prophylaxe eingesetzt werden.
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M ATERIAL UND M ETHODEN

Theoretische Grundlagen instrumenteller Analytik

Durchflußzytometrie
Das Durchflußzytometer ist ein optisches Meßsystem, das Streulicht- und

Fluoreszenzsignale einzelner in einem Flüssigkeitsstrom fokussierter Partikel analysiert.

Meist besitzen die Geräte nur eine Meßstelle zur multiparametrischen Analyse. Es können

Zellen über Mehrfarbenfluoreszenzmessungen differenziert werden, wobei die

Möglichkeiten eines Fluoreszenzmikroskopes übertroffen werden. Als Lichtquelle dienen

meist Laser bestimmter Wellenlänge.

Fluoreszenzreader
Fluoreszenzreader ermöglichen die schnelle fluoreszenzspektroskopische Analysierung von

in Mikrotiterplatten kultivierten Zellen. Als Lichtquelle dienen Quarz-Halogenlampen mit

einem breiten Wellenlängenspektrum, welches durch Anregungs- und Emissionsfilter den

Versuchsbedürfnissen angepaßt werden kann. Der Vorteil gegenüber der

Durchflußzytometrie besteht in der Möglichkeit, adhärent gewachsene Zellen

fluoreszenzspektroskopisch zu untersuchen, als Nachteil ist die nicht bestimmbare

Zellanzahl zu nennen.

Flüssigkeitsszintillationszähler
Die Flüssigszintillation dient zum quantitativen Nachweis schwacher radioaktiver

Betastrahlung, wie sie von den Isotopen 14C, 3H und 35S ausgehen. Die schwache

radioaktive Strahlung wird mit Hilfe spezieller organischer Verbindungen (Szintillatoren) in

Licht umgesetzt, wobei die Lichtenergie und Menge sich proportional zur radioaktiven

Strahlung des zu messenden Stoffes verhalten. Hochempfindliche Sensoren

(Photomultiplier) registrieren das so entstandene Licht. Es handelt sich hierbei um ein quasi-

photometrisches Verfahren.

Western-Blotting
Der Western-Blot ist eine Proteinauftrennung durch Gelelektrophorese mit anschließendem

Blotten der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (oder PVDM-

Membran). Die auf die Membran geblotteten Proteine können durch Antikörper markiert

bzw. bestimmt und je nach eingesetzten Antikörpern die Proteinbanden mittels Fluoreszenz

oder Radioaktivität sichtbar gemacht werden.
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Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der SigmaStat Software (Jandel Scientific GmbH,

Erkrath, BRD). Unterschiede wurden als statistisch signifikant bewertet, wenn die

Irrtumswahrscheinlichkeit p ≤ 0,05 betrug (Weber, 1980).

Bei Stichprobenumfängen von mindestens 10 Einzelwerten wurden die Werte auf

sogenannte Ausreißer untersucht. Ein Wert darf als Ausreißer verworfen werden, wenn er

außerhalb des Bereiches x ± 4s liegt, wobei Mittelwert (x) und Standardabweichung (s)

ohne den ausreißerverdächtigen Wert berechnet werden (Sachs, 1992).

Proliferation von humanen Keratinozyten (3H-Thymidineinbau)

Auf der Grundlage der Meßergebnisse von mindestens 48 Meßwerten pro Kulturtag wurden

signifikante Unterschiede mit dem Kruskal-Wallis-Test ermittelt. Der parameterfreie Test

(Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks), der die analogen Hypothesen der

Varianzanalyse verteilungsunabhängig prüft, wurde ausgewählt, weil die Mehrzahl der

Daten die Anforderungen parametrischer Tests nach normalverteilten Varianzen nicht

erfüllte.

Apoptosenachweis mit Cell Death Detection ELISA

Zur Prüfung auf signifikante Differenzen kam die Varianzanalyse (One Way Analysis of

Variance) zur Anwendung, da es sich um Stichproben aus normalverteilten

Grundgesamtheiten mit gleicher Varianz handelte. Unterschiede zwischen den einzelnen

Mittelwerten wurden durch paarweise Vergleiche nach dem Student-Newman-Keuls-

Verfahren bestimmt.

Einfluß von Fettsäuren auf Apoptose-assoziierte Proteine

Durch paarweisen Vergleich der Meßgruppen gegenüber der 100% Kontrolle wurden

signifikante Unterschiede mittels des Student-Newman-Keuls-Testes der p53-Versuche

bestimmt. Auf Grund unterschiedlich großer Stichprobenumfänge der bcl-2 Bestimmung

wurde der Dunn’s-Test zur Auswertung herangezogen. Die statistische Begutachtung des

bax-Versuches erfolgte nach dem Kruskal-Wallis-Verfahren (Kruskal-Wallis One Way

Analysis of Variance on Ranks).
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Chemikalien und Materialien

Substanzen: Chemikalien (allgemein)

A23187 Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden,

BRD

Albumin bovine Fraction V SERVA, Heidelberg, BRD

BenchMARKProtein Ladder Gibco Life Technologies GmbH,

(Standardmarker) Eggenstein, BRD

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, BRD

Calciumchlorid geschmolzen granuliert p.a. Merck, Darmstadt, BRD

Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat reinst VEB Laborchemie Apolda, DDR

Dithioerythritol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, BRD

ECL-Reagenz Amersham-Buchler GmbH & Co. KG,

Braunschweig, BRD

Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA) p.a. Fluka-Chemie AG, Buchs, Schweiz

Ethyleneglycol-O,O’-bis(2-aminoethyl)-

N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA) p.a. Fluka-Chemie AG, Buchs, Schweiz

Flüssigkeitsszintillationscocktail Ultima Gold Canberra Packard GmbH,

Dreieich, BRD

Glucose wasserfrei (für biochemische Zwecke) Merck, Darmstadt, BRD

Glycerol Merck, Darmstadt, BRD

HEPES-Puffer SERVA, Heidelberg, BRD

Kaliumchlorid (KCl) VEB Laborchemie Apolda, DDR

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) VEB Laborchemie Apolda, DDR

Magnesiumchlorid (MgCl2) VEB Laborchemie Apolda, DDR

Milchpulver (MP) handelsüblich

Natriumchlorid (NaCl) reinst p.a. Merck, Darmstadt, BRD

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, BRD

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) VEB Laborchemie Apolda, DDR

Ribonuclease A SERVA, Heidelberg, BRD

(82 Kunitz U/mg)

Trans-BlotTransfer Medium (PVDM-Membran) Bio-RAD Laboratories, Hercules,

California, USA
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Tritiumthymidin 3H-TdR Amersham-Buchler GmbH & Co. KG,

(185 MBq in 5 ml; spezif. Aktivität 60,3 Ci/mmol) Braunschweig, BRD

Radioaktivität im Versuch 0,5 µCi/ml

Tween 20 pur SERVA, Heidelberg, BRD

Immunologische Substanzen

Antikörper

anti-PCNA F863 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

Isotypenkontrolle: ms-IgG2a/FITC X933 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

anti-p53-FITC low F/P F7054 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

Isotypenkontrolle: ms-IgG2b-FITC low F/P X0959 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

anti-Involucrin NCL-INV Novocostra Laboratories

Ltd., Newcastle, United Kingdom

Isotypenkontrolle: ms-IgG1 X931 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

sek. AK: Fab-Kanin.-anti-ms-FITC F313 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

anti-Filaggrin 4480-9004 Biotrend Chemikalien

GmbH, Köln, BRD

Isotypenkontrolle: ms-IgG1 X931 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

sek. AK: Fab-Kanin.-anti-ms-FITC F313 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

anti-bax 2041 Coulter-Immunotech Diagnostics,

Hamburg, BRD

Isotypenkontrolle: ms-IgG2b 1266 Coulter-Immunotech Diagnostics,

Hamburg, BRD

sek. AK: Fab-Kanin.-anti-ms-FITC F313 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD
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anti-bcl-2-FITC F7053 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

Isotypenkontrolle: ms-IgG1-FITC X0927 DAKODiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

Fluoreszenzfarbstoffe

FLUO 3/AM Mo Bi Tec (Molecular Biologische

Technologie), Göttingen, BRD

Propidium Iodide Calbiochem-Novabiochem GmbH,

Bad Soden, BRD

Rhodamine 123 Calbiochem-Novabiochem GmbH,

Bad Soden, BRD

Puffersysteme und Kits

Annexin-V-FLUOS Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim, BRD

Calcium-Calibration-Buffer Kit #2 Mo Bi Tec (Molecular Biologische

Technologie), Göttingen, BRD

Cell Death Detection ELISA Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim, BRD

CycleTESTTM PLUS DNA Reagent Kit Becton Dickinson, Heidelberg, BRD

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim, BRD

DNA-Färbelösung

50µg Propidium iodide/ml

5 Kunitz units/ml Ribonuclease A

gelöst in PBS
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HEPES buffered salt solution (HBSS)

145 mM NaCl

    4 mM KCl

  10 mM D-Glucose

    2 mM MgCl2
  10 mM HEPES

pH 7.4

Versuche mit extrazellulärem Calcium     2 mM CaCl2

Versuche ohne extrazellulärem Calcium  0,1 mM CaCl2
 0,4 mM EGTA

In Situ Cell Death Detection Kit Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim, BRD

Lämmli-Puffer

1.  0,1 M KH2PO4

2.  0,1 M Na2HPO4

    2 ml (1.) + 8 ml (2.)

    5 g SDS

  10 g Glyzerol

  10 g Dithioerythritol

auf 100 ml mit aqua dest. einstellen, pH 7.5

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS)

0,137 M; 8,00 g NaCl

0,20 g KCl

1,44 g Na2HPO4 2H2O

0,20 g KH2PO4

ad 1000 ml aqua. dest.

pH 7.4 einstellen mit NaHCO3

PUCK-EDTA

0,40 g KCl

8,00 g NaCl

0,35 g NaHCO3
1,00 g D-Glucose

0,255 g 0,02 % EDTA

ad 1000 ml aqua dest.
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Fettsäuren

Arachidonsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, BRD

Linolsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, BRD

γ-Linolensäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, BRD

10-Methyl-Palmitinsäure Institut für Pharmazeutische Chemie,

Martin-Luther-Universität

Halle-Wittenberg, BRD

Ölsäure purum Fluka-Chemie AG, Buchs, Schweiz

Lösungsmittel-/vermittler

Ethanol 96% reinst Merck, Darmstadt, BRD

Dimethylformamid (DMF) VEB Laborchemie Apolda, DDR

Dimethylsulfoxid (DMSO) zur Synthese Merck, Darmstadt, BRD

Methanol z.A. Laborchemie Apolda GmbH, BRD

Pluronic F-127 Calbiochem-Novabiochem GmbH,

Bad Soden, BRD

Zellmedium/Zusätze

Keratinocyte-SFM Gibco Life Technologies GmbH,

Eggenstein, BRD

Supplements for Keratinocyte-SFM Gibco Life Technologies GmbH,

Eggenstein, BRD

Trypsin Gibco Life Technologies GmbH,

Eggenstein, BRD

Geräte und Hilfsmittel

Analytisches 5-Parameter-Durchflußzytometer (Becton Dickinson)

[5-Parameter-Zellanalyse-Gerät mit simultaner Messung von Vorwärts-Lichtstreuung und 3

Fluoreszenzen; mit luft-gekühltem Argonlaser (488 nm-Linie); Meßsignalverstärkung linear

bzw. logarithmisch; Signalauflösung 1024 Kanäle)]
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Software: Systemsoftware PASCAL 3.22

CellFit-Software Version 2.01.2

Lysys II Vers. 1.1

ChronysTM

Mikrotiterplattenreader Fluoroskan Ascent Labsystems, Helsinki, Finnland

Anregung 485 nm; Emission 538 nm

Software: Ascent Research Edition Vers. 1.2.1.

Mikrotiterplattenreader iEMS Reader MF Labsystems, Helsinki, Finnland

Apoptosemessung: 405 nm; Ref.-Filter 492 nm

LDH: 492 nm; Ref.-Filter 620 nm

Software: SeroCalc Vers. 4.0

Cell-Harvester und Vakuum-Controller INOTECH, ICH-110, Wohlen,

Schweiz

Flüssigkeitsszintillationszähler Wallac 1410, Berthold, Berlin, BRD

Zentrifuge Biofuge primo Heraeus-Instruments,

Zweigniederlassung Gera, BRD

Elektrophoresekammer Biometra - biomedizinische Analytik

GmbH, Göttingen, BRD

Miniblotsystem Biometra - biomedizinische Analytik

GmbH, Göttingen, BRD

Stromversorgungsgerät Biometra - biomedizinische Analytik

GmbH, Göttingen, BRD

Elektronenmikroskop Carl Zeiss, Oberkochen, BRD

10A, Operationsspannung 60 kV

Kulturflaschen bzw. -platten Greiner GmbH, Frickenhausen, BRD
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Keratinozyten

HaCaT-Keratinozyten

Die humane Keratinozytenzellinie HaCaT (human adult low calcium high temperatur

keratinocytes) sind spontan immortalisierte, nicht tumorbildende Keratinozyten mit

vollständig erhaltener Differenzierungskapazität, die bei niedrigem Calcium-Gehalt im

Medium wachsen. Die Zellen entstammen der Peripherie eines malignen Melanoms von der

oberen Rückenhaut eines 62 Jahre alten Mannes. Der Karyotyp der Zellen ist aneuploid

(Schürer et al., 1993; Boukamp et al., 1996). Molekularbiologisch ist nachgewiesen, daß die

HaCaT-Zellen auf beiden Allelen des p53-Gens mutiert sind. Diese Mutation zeigt im

Vergleich zu anderen Zellinien in der HaCaT-Zellinie keine benignen bzw. malignen

Eigenschaften (Lehman et al. 1993; Boukamp et al., 1995, 1997).

Jedoch wurde eine Subpopulation von HaCaT-Zellen entdeckt, die eine erhöhte Expression

tumorassoziierter Marker aufweist - sie wird als HaCaT-rapid bezeichnet (Derer et al.,

1996).

Die HaCaT-Zellen werden oft als Keratinozytenmodell für native Keratinozyten

herangezogen. Aus diesem Grund wurden die HaCaT-Keratinozyten umfassend

biochemisch hinsichtlich der Lipidzusammensetzung und -synthese (Schürer et al., 1993),

der Signaltransduktion (Geilen et al., 1996), der Stammzellfaktorsekretion (Grabbe et al.,

1996) und der Rezeptorexpression (Neuner et al., 1996) untersucht. Zwar erreicht die

HaCaT-Zellinie nicht die kompletten Differenzierungseigenschaften nativer Keratinozyten,

aber in der biochemischen Zusammensetzung und Leistungsfähigkeit herrscht weitgehende

Übereinstimmung.

Native Keratinozyten

Im Gegensatz zu den humanen Keratinozyten HaCaT besitzen die nativen Keratinozyten die

komplette Differenzierungskapazität. Für vergleichende Versuche zu in vivo Keratinozyten

sind sie somit bestens geeignet.

Sie werden aus neonatalem Vorhautgewebe nach der Firmenvorschrift von GIBCO BRL

Life Technologies gewonnen. Diese beinhaltet unter anderem die Aufarbeitung der Gewebe

mit Dispaselösung zur Trennung der epidermalen Schicht humaner Keratinozyten von der

Dermis. Eine anschließende Trypsin-EDTA Behandlung dient der Gewinnung einzelner

Zellen, die nach Inaktivierung von Trypsin in das Komplettmedium überführt werden.
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Methoden

Zellkultivierung und -präparation

Die Keratinozyten wurden in Keratinozyten-SFM (GIBCO BRL), welches mit 0,1-0,2

ng/ml rEGF (Rekombinanter Epidermaler Wachstumsfaktor) und 25 µg/ml Rinder-

hypophysenextrakt versetzt war, kultiviert. Die Calciumkonzentration im Medium betrug

0,09 mM, und der pH-Wert lag zwischen 7,2 bis 7,4 . Die Kultivierung erfolgte bei einer

Temperatur von 37 °C in 10 %iger CO2-Atmosphäre. Die Zellen wuchsen in 20 ml

Kulturflaschen der Firma Greiner (Greiner GmbH, Frickenhausen) mit einer Zelleinsaat von

1 Mill. Zellen. Die HaCaT-Keratinozyten wurden alle 7 Tage in neue Kulturgefäße

überimpft, und die 22. - 35. Kulturpassage zur Analyse verwendet. Die nativen

Keratinozyten wurden nach der Gewinnung aus dem Gewebe bis zur 70 %igen Konfluenz

kultiviert und anschließend zu je 1 Mill. Zellen pro 20 ml Kulturflasche übertragen. Hierbei

wurden die Passagen 2 bis 3 verwendet.

Für die Messungen am Durchflußzytometer wurden die Zellen am 6. Tag mit 1 %igem

Trypsin (GIBCO BRL) von der Kulturflasche bei einer Temperatur von 37 °C und einer

Einwirkzeit von 20 min abgelöst und in HBSS-Lösung (HEPES buffered salt solution; 145

mM NaCl; 4 mM KCl; 10 mM Glucose; 2 mM MgCl2; 10 mM HEPES; pH 7,4) überführt

(Ramsell, 1996). Die HBSS-Lösung für die Versuche mit extrazellulärem Calcium enthielt

zusätzlich 2 mM CaCl2, die für calciumfreie Versuche, 0,1 mM CaCl2 und 0,4 mM EGTA.

Für die Versuche am Fluoreszenzplattenreader wurden die Zellen in Mikrotiterplatten (96-

Wells Greiner 655180) kultiviert, am 6. Tag vom Medium dekantiert und für die weitere

Präparation mit HBSS-Lösung überschichtet.

Probenvorbereitung

Die freien Fettsäuren (MP, OA, LA, γ-LA, AA) wurden in 96 %igem Ethanol gelöst und

anschließend in HBSS-Lösung in entsprechender Konzentration suspendiert. Vor der

eigentlichen Fettsäurezugabe in die Zellkultur, während der durchflußzytometrischen

Messung oder Zugabe zur Mikrotiterplatte erfolgte eine Ultraschallbehandlung der

Suspension, um eine homogene Fettsäureverteilung zu erzielen. Der Zeitpunkt der

Fettsäurezugabe bei Versuchen zur Zellproliferation (Kap. 2.5.3.1.), Apoptose (Kap.

2.5.7.2.-4.) und Apoptose-assoziierter Proteine (Kap. 2.5.7.5.-6.) ist in den entsprechenden

Kapiteln genannt. Bei den durchflußzytometrischen Messungen erfolgte die Fettsäurezugabe

nach dem Starten der Messung. Am Mikrotiterplattenreader wurden die Fettsäuren aus

apparativen Bedingungen unmittelbar vor den Experimenten zugegeben. Zu jedem
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Experiment wurde eine Kontrolle mit dem Lösungsmittel Ethanol in HBSS-Lösung

(Endkonzentration Ethanol 0,2 %, wie auch bei der Fettsäurezugabe) mitgeführt.

Methoden zur Bestimmung der Zellproliferation

Bestimmung der Proliferation mittels eines radioaktiven Markers

Zur Klärung, welcher Kulturtag für die anschließenden Versuche geeignet ist, wurde eine

Proliferationsmessung durch den Einbau von 3H-Thymidin (3H-TdR) durchgeführt.
3H-Thymidin wird während der S-Phase anstelle des normalen Thymidins in die DNA

eingebaut. Der Nachweis des inkoorporierten 3H-Thymidins erfolgte mittels eines

Szintillationszählers (Wallac 1410; Firma Berthold).

Zur Durchführung des Experimentes wurden drei Kulturflaschen je 20 ml (A, B, C) parallel

kultiviert, anschließend die Zellen jeder einzelnen Kulturflasche in jeweils 2 Strips (1 Strip =

8 Wells d.h. A pro Tag 16 Wells; B, C analog) umgesetzt. Die Zugabe von 3H-TdR (0,5

µCi/ml; spez. Aktivität 60,3 Ci/mmol) erfolgte im 24-stündigen Rhythmus an den jeweiligen

Kulturtagen. Die Einwirkzeit von 3H-TdR betrug 1 h, danach wurde durch Absaugen am

Harvester überschüssiges 3H-TdR entfernt. Die Zellen wurden mehrfach gespült wie in

Kapitel 2.5.1. beschrieben, abgelöst an Filterblättchen gebunden und in Szintillatorröhrchen

überführt. Die Zugabe des Flüssigkeitsszintillationscocktail und die Messung am

Flüssigkeitsszintillationszähler erfolgte, nachdem alle Kulturtage abgearbeitet waren.

Durchflußzytometrische DNA-Bestimmung nach Einwirkung von freien Fettsäuren

Zur Klärung, ob freie Fettsäuren Veränderungen im Zellzyklus hervorrufen, wurden

Zellzyklusanalysen mittels Durchflußzytometrie durchgeführt. Am dritten Kulturtag erfolgte

die Fettsäurezugabe (Kapitel 2.5.2.). Es wurden Konzentrationen von 10, 50 und 100 µM

Linolsäure im Medium eingestellt. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Zellen geerntet

(Kap. 2.5.1.). Weiterhin wurde untersucht, ob eine Blockierung des Zellzyklus innerhalb

von 24 Stunden durch Fettsäure nachzuweisen ist. Am dritten Kulturtag wurden 5, 10 und

15 µM γ-Linolensäure im Medium eingestellt und nach 8 und 16 Stunden die Zellen

geerntet (Kap. 2.5.1.). Die weitere Präparation der Zellen unter Verwendung des

CycleTESTTM PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson) ist schematisch in der Abb. 3

gezeigt.
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Zellzahl auf 1 x 106 Zellen einstellen

Zellen mit Cell-Cycle Solution waschen
Zentrifugation 10 min, 300 x g

250 µl der Lösung A

10 min Inkubation bei RT

200 µl Lösung B zugeben, Inkubation 10 min bei RT

Inkubation 10 min bei RT

200 µl Lösung C zugeben

Inkubation 10 min, 4 °C, dunkel

Messung

Abb. 3   Präparation der Keratinozyten für die Zellzyklus-Bestimmung am

Durchflußzytometer

Bestimmung der Proliferation durch den Nachweis eines Zellzyklus-assoziierten Antigens

Proliferationsveränderungen können auch durch den Nachweis Zellzyklus-spezifischer

Proteine bestimmt werden. Das Protein PCNA ist für eine solche Fragestellung geeignet, da

es vermehrt in der S-Phase gebildet wird.

Zur Untersuchung des Einflusses freier Fettsäuren auf die PCNA Exprimation von

Keratinozyten wurde die Linolsäure ausgewählt. Die Fettsäurezugabe, die Fettsäure-

Endkonzentrationen und -Einwirkzeiten sind zum Versuch 2.5.3.2. analog.

Die in Phosphat-gepufferter Lösung (PBS) suspendierten Zellen wurden auf eine Zellzahl

von 1x106 Zellen/ml eingestellt und abzentrifugiert (5 min, 300 x g). Der Überstand wurde

verworfen, das Pellet mit 3 ml Methanol (-20 °C) überschichtet und sofort mit einer Pipette

durchmischt, um der Bildung von Zellklumpen vorzubeugen. Die Zellsuspension wurde für

10 min bei RT aufbewahrt. Nach Zentrifugation (5 min, 300 x g) wurde der Überstand

verworfen, die Zellen mit 1 ml Tween (0,2 % in PBS) suspendiert und auf Eis für 5 min

aufbewahrt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS (Zentrifugation 5 min, 300 x g) erfolgte

die Antikörperzugabe:
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• Anti-PCNA (DAKO, F863)

• DNA-Färbelösung

Negativkontrolle:

• Anti-Maus IgG2a (DAKO, X933)

• DNA-Färbelösung

Die Zellen wurden resuspendiert und für 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation

wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert, anschließend

erfolgte die Analyse am Durchflußzytometer.

Elektronenmikroskopische Identifizierung zellulärer Organellen

Anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen wurde geprüft, ob unter Einwirkung

freier Fettsäuren morphologische bzw. organspezifisch-strukturelle Veränderungen an

HaCaT-Keratinozyten und nativen Keratinozyten nachgewiesen werden können. Die Zellen

wurden dazu am 6. Kulturtag mit Linolsäure (50 µM, 75 µM und 100 µM Linolsäure sowie

Ethanol 0,2 %) versetzt (vgl. Kapitel 2.5.2.). Nach einer Einwirkzeit von 2 Stunden wurden

die Keratinozyten vom Boden der Kulturschale abgeschabt und einer Fixierungs- und

Einbettungsprozedur unterzogen mit anschließender Anfertigung dünner Schnitte für die

Elektronenmikroskopie am Ultramikrotom (Hayat, 1970). Die Gesamtpräparation erfolgte

nach der Methode vom Department of Dermatology (Veterans Administration Medical

Center; UCSF 1996). Nach präparativem Abschluß erfolgte die Untersuchung am

Elektronenmikroskop (10A; Carl Zeiss, Oberkochen).

Bestimmung der freien intrazellulären Ca2+-Konzentration am Durchflußzytometer und

Fluoreszenzreader

Zur Calciumkalibrierung wurde der Calcium Calibration Buffer Kit #2 (Molecular Probes

Europe BV) verwendet. Für die Messung am Durchflußzytometer wurden die Zellen

geerntet (vgl. Kapitel 2.5.1.) und zu je 0,5 x 106 Zellen aliquotiert, gewaschen und

anschließend in Kalibrierungspuffer überführt. Die in der Mikrotiterplatte kultivierten Zellen

wurden gespült und anschließend mit Kalibrierungslösung überschichtet.

Die Gleichgewichtseinstellung [Ca2+]e = [Ca2+]i wurde durch den Einsatz des Ionophors

A23187 (Calbiochem Novabiochem) mit einer Konzentration von 9 µM erzwungen.

Intrazelluläres Calcium wurde mit dem calciumempfindlichen Fluochrom Fluo-3 bestimmt

(Minta et al., 1989; Merritt et al., 1990). Der Farbstoff hat ein Anregungsmaximum von 488

nm und ist daher für ein auf Argonionenlaser basierendem Durchflußzytometer geeignet.
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Der Acetoxymethylester von Fluo-3 wurde benutzt, um die Zellen mit Farbstoff zu beladen.

Stammlösungen von Fluo-3/AM (1 mM in wasserfreiem DMSO) und Pluronic F-127 (25 %

w/w in wasserfreiem DMSO) wurden hergestellt und bei -20 °C aufbewahrt, letztere

Lösung wurde vor der Benutzung auf 42 °C erhitzt (Graft et al., 1993). Die Arbeitslösung

(HBSS-Lösung, 39 µM Fluo-3/AM und 5 µl/ml Pluronic F-127) wurde kurz vor

Versuchsbeginn hergestellt. Zu der Zellsuspension bzw. zu den adhärenten Zellen wurde für

je eine Endkonzentration von 3,5 µM Fluo-3/AM Arbeitslösung zugegeben. Anschließend

wurden die Zellen bei einer Temperatur von 37 °C im Dunkeln für 30 min inkubiert. Durch

Zusatz von 12 µg/ml Propidiumiodid zu der Zellsuspension konnten während der Messung

tote Zellen ausgeschlossen werden, da Propidiumiodid nur in zellmembrangeschädigte

Zellen eindringt. Im Anschluß konnten die Proben am Durchflußzytometer und

Fluoreszenzreader gemessen werden.

Änderung der freien Ca2+-Konzentration als Funktion der Fettsäurekonzentration und der

Zeit am Durchflußzytometer

Es ist bekannt, daß hohe Konzentrationen freier Fettsäure toxische Reaktionen an

Zellsystemen hervorrufen können.

Inwieweit die Keratinozyten auf hohe und niedrige Fettsäurekonzentrationen hinsichtlich

der intrazellulären Ca2+-Konzentrationen reagieren, ist unbekannt. Zur Bestimmung des

intrazellulären Ca2+-Gehalts wurden die Zellen am 6. Kulturtag geerntet (Kap. 2.5.1.),

anschließend in HBSS-Lösung überführt und mit Farbstoff beladen (Kap. 2.5.5.). Nach der

Farbstoffbeladung erfolgte die Messung. Die Linolsäuresuspension (Kap. 2.5.2.) mit den

Endkonzentrationen 500 µM und 5000 µM wurde nach 2 min während der Messung in die

Zellsuspension gespritzt. Im zweiten Teil des Versuches wurden die Zellen mit

unterschiedlicher HBSS-Lösung vor der Farbstoffbeladung behandelt. Es kam HBSS-

Lösung ohne und mit Calcium (2 mM) zum Einsatz. Die Zellen wurden jeweils für

mindestens 15 min inkubiert und anschließend wie beschrieben weiter präpariert. In diesem

Experiment wurden Linolsäuresuspensionen der Konzentrationen von 10 µM und 100 µM

verwendet. Die Fluoreszenzintensitäten wurden über einen Zeitraum von ca. 20 min als

Funktion zur Zeit aufgenommen.

Änderung der freien Ca2+-Konzentration als Funktion der Fettsäurekonzentration und der

Zeit am Fluoreszenzreader

Der Einfluß der ausgewählten freien Fettsäuren auf den [Ca2+]i-Gehalt wurde am

Fluoreszenzreader untersucht. Als Untersuchungsobjekt dienten HaCaT-Zellen, gewachsen

in 96er Mikrotiterplatten. Am 6. Tag wurde das Medium abgegossen und die Platten mit
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HBSS-Lösung gewaschen. Es wurde eine calciumfreie und eine 2 mM calciumhaltige

HBSS-Lösung verwendet. Zur Adaptation wurden die Zellen jeweils für 15 min mit der

entsprechenden Lösung inkubiert. Die Farbstoffbeladung (Kap. 2.5.5.) erfolgte

anschließend. Nach der Beladung mit Fluo-3/AM schloß sich ein Waschvorgang mit HBSS-

Lösung an. Kurz vor der Messung wurden die Platten mit einer Fettsäuresuspension

versetzt und sofort am Reader gemessen. Die verwendeten Konzentrationen der Fettsäuren

betrugen 10 µM und 100 µM.

Durchflußzytometrische Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials unter Einfluß

von Fettsäuren

Zur Klärung, ob freie Fettsäuren das mitochondriale Membranpotential (MMP) ändern,

wurden Kinetikversuche durchgeführt. Der Farbstoff Rhodamin-123 (R-123) ermöglicht die

Erfassung einer Änderung des MMP`s an lebenden Keratinozyten am Durchflußzytometer.

HaCaT-Zellen wurden am 5. Kulturtag geerntet (Kap. 2.5.1.). Zu einer Zellsuspension von

1x106 Zellen in 250 µl HBSS-Lösung wurden 5 µl R-123 (0,5 mg/ml in DMF)

hinzugegeben und für 30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden

der Zellsuspension 750 µl HBSS-Lösung und 10 µl Propidiumiodid-Lösung (1 mg/ml)

zugefügt. Die Messung am Durchflußzytometer erfolgte unmittelbar nach einer 5 minütigen

Inkubation bei 22 °C.

Zwei Minuten nach Versuchsbeginn erfolgte die Fettsäurezugabe (MP, OA, LA, γ-LA und

AA) während der Messung.

Ausgewählte Methoden zum Verlauf des programmierten Zelltodes (Differenzierung und

Apoptose)

Einfluß von freien Fettsäuren auf die Expression ausgewählter Differenzierungsmarker

Um einen Einfluß der freien Fettsäuren auf die Differenzierung von Keratinozyten zu

bestimmen, wurde die Expression von zwei Differenzierungsmarkern untersucht, das

Involucrin und das Filaggrin. Am 5. Kulturtag erfolgte die Fettsäurezugabe (Kap. 2.5.2.)

von 1 µM oder 10 µM Arachidonsäure für den Involucrinnachweis und 10 µM oder 25 µM

Linolsäure für den Filaggrinnachweis. Nach 24 und 48 Stunden wurden die Zellen wie in

Kapitel 2.5.1. beschrieben geerntet. Die nachfolgende Abb. 4 dokumentiert die schrittweise

Präparation der Zellen für den Nachweis von Proteinen am Durchflußzytometer (z.B.:

Involucrin und Filaggrin).
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Zellsuspension in 1 ml PBS (1x106 Zellen)

Zentrifugation (5 min, 300 x g) Überstand dekantieren

Zellen in 1 ml Ethanol (70 %, -20 °C) resuspendieren
Inkubation 5 min bei 4 °C

Zentrifugation (5 min, 300 x g) Überstand dekantieren

Zellen in 1 ml PBS/BSA, Pellet aufklopfen

Zentrifugation (5 min, 300 x g) Überstand dekantieren

200 µl PBT, 5 min Inkubation bei RT

Zugabe von 1 ml PBS/BSA

Zentrifugation (5 min, 300 x g) Überstand dekantieren

Probe Negativkontrolle

Anti-Protein, sanft vortexen,
Inkubation 30 min bei RT dunkel

Isotyp, sanft vortexen,
Inkubation 30 min bei RT dunkel

Waschen in 1 ml PBS/BSA,
Inkubation 5 min bei RT dunkel

Zentrifugation (5 min, 300 x g) Überstand dekantieren

sek. AK Fab-Kanin.-anti-ms-FITC
Inkubation 30 min bei RT dunkel

Waschen in 1 ml PBS/BSA,
Inkubation 5 min bei RT dunkel

Zentrifugation (5 min, 300 x g) Überstand dekantieren

300 µl Rnase-Lösung,
Inkubation 10 min bei RT dunkel

300 µl PI-Lösung,
Inkubation 10 min bei RT dunkel

Innerhalb 1h messen am Durchflußzytometer

Abb. 4   Präparation zum Nachweis von Proteinen am Durchflußzytometer

Diese Schritte
entfallen bei
FITC primär
markiertem

AK
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Nachweis der Apoptose mit Annexin-V-FLUOS

Frühe Phasen der Apoptose lassen sich durch Veränderungen an der Zytoplasmamembran

nachweisen. Die Translokation von Phosphatidylserin wird mit Annexin-V-FLUOS Kit

nachgewiesen und ist ein Marker früh apoptotischer Zellen.

Bei HaCaT-Zellen erfolgte am 5. Kulturtag die Fettsäurezugabe (vgl. Kapitel 2.5.2.). Nach

24 Stunden Einwirkzeit wurden die Zellen geerntet (Kap. 2.5.1.), aliquotiert zu 1x106

Zellen, 1 x in PBS gewaschen und für 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Das Zellpellet mit 100

µl Markierungslösung (20 µl Annexin-V-FLUOS Stammlösung; 1000 µl Inkubationspuffer;

20 µl PI [50 µg/ml PI in Inkubationspuffer]) resuspendiert und für 10-15 min inkubiert

(dunkel). Nach der Inkubation wurde zu den Zellsuspensionen 400 µl Inkubationspuffer

hinzugefügt und anschließend mit Hilfe der Durchflußzytometrie analysiert. Die

eingesetzten Konzentrationen der einzelnen freien Fettsäuren für die Versuche mit

24-stündiger Einwirkzeit von freier Fettsäure waren:

• 10-Methyl-Palmitinsäure 25, 30, 35, 40, 45, 50 und 75 µM

• Ölsäure 25, 30, 35, 40, 45 und 50 µM

• Linolsäure 10, 15, 20, 25, 30, 50, 75 und 100 µM

• γ-Linolensäure 15, 20, 25 und 30 µM

• Arachidonsäure 20, 25, 30, 35, 40 und 45 µM

Zur Klärung, ob schon nach kurzer Einwirkungszeit von freier Fettsäure die Apoptose

induziert wird, wurde ein entsprechender Parallelansatz (1. und 2. Ansatz) mit

γ-Linolensäure durchgeführt. Die Zugabe der Fettsäure (Kap. 2.5.2.) erfolgte am 5.

Kulturtag. Nach einer 2-stündigen Einwirkung wurde das Kulturmedium generell erneuert

und der erste Ansatz für die Apoptosemessung wie oben präpariert und vermessen. Der

zweite Ansatz wurde nach 24 Stunden wie beschrieben geerntet, präpariert und analysiert.

Folgende Konzentrationen von γ-Linolensäure kamen zum Einsatz: 5, 10, 15, 20, 25, 30,

35, 40 und 45 µM.

Neben HaCaT-Zellen wurden native Keratinozyten (gewonnen aus neonatalem

Vorhautgewebe nach der Firmenvorschrift von GIBCO BRL Life Technologies) auf das

Apoptoseverhalten untersucht. Die nativen Keratinozyten wurden kultiviert und am 5.

Kulturtag mit Ölsäure versetzt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet (Kap. 2.5.1.)

und dem Annexin-V-FLUOS Test unterzogen. Die Ölsäure wurde in den Konzentrationen

25, 30, 45 und 50 µM eingesetzt.
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Apoptosenachweis mittels In Situ Cell Death Detection Kit

Außer dem Annexin-V-FLUOS Kit besteht die Möglichkeit, die Apoptose auch mittels In

Situ Cell Death Detection Kit am Durchflußzytometer zu bestimmen.

Die Zellen wurden am 5. Kulturtag mit Ölsäure versetzt (Kap. 2.5.2.). Nach 24 Stunden

erfolgte die Zellgewinnung und die Präparation der Zellen nach der Firmenvorschrift von

Boehringer Mannheim (In Situ Cell Death Detection Kit).

Die eingesetzten Ölsäurekonzentrationen waren 15, 20, 25, 30, 35, 40 und 45 µM.

Apoptosenachweis mit Cell Death Detection ELISA

Um auszuschließen, daß die Translokation von Phosphatidylserin durch freie Fettsäuren

allein hervorgerufen wird, wurde ein Apoptosetest auf Zellkernebene durchgeführt. Der

Test „Cell Death Detection ELISA“ (Boehringer Mannheim) ermöglicht den Nachweis von

zytoplasmatischen Histon-assoziierten-DNA-Fragmenten (Mono- und Oligonucleosomen)

im UV-Bereich (λmax= 405 nm) nach induziertem Zelltod. Da bei diesem Test keine

Korrelation zur Zellzahl existiert, wurde eine Normierung über den Test „Cytotoxity

Detection Kit (LDH; Boehringer Mannheim) erreicht. Die Zellzahl korreliert mit der LDH-

Freisetzung, wenn die Zellen vorher in Lyse gebracht wurden, und kann somit zur

indirekten Zellzahl-Bestimmung herangezogen werden. Es wurden 2 Mikrotiterplatten (je

96 Wells) parallel angesetzt und wie in Kapitel 2.5.1. beschrieben kultiviert. Am 5.

Kulturtag erfolgte die Zugabe aller getesteten Fettsäuren. Die gewählten Konzentrationen

resultieren in Auswertung der Ergebnisse aus dem Nachweis der Apoptose mit Annexin-V-

FLUOS.

Es wurden folgende Konzentrationen ausgewählt:

• 10-Methyl-Palmitinsäure 50 µM und 75 µM

• Ölsäure 45 µM und 50 µM

• Linolsäure 30 µM und 75 µM

• γ-Linolensäure 25 µM und 40 µM

• Arachidonsäure 35 µM und 40 µM

Nach 24 Stunden wurden die beiden Platten entsprechend den Vorschriften für „Indirekte

Zellzahlbestimmung über Zytotoxizität“ nach der Firmenvorschrift des Cytotoxicity

Detection Kit (LDH) und Apoptosebestimmung nach der Firmenvorschrift Cell Death

Detection ELISA (beide von Boehringer Mannheim) aufgearbeitet.
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Durchflußzytometrischer Nachweis des Tumorsuppressorproteins p53 als Funktion der

Fettsäurekonzentration und Zeit

Am Ablauf der Apoptose sind auch zelluläre Proteine, unter anderem das Tumorsuppressor-

protein p53, beteiligt. Deshalb war es naheliegend, den Einfluß von Fettsäuren auf die

Expression des Tumorsuppressorproteins p53 von Keratinozyten zu verfolgen. Die Zellen

wurden (vgl.  Kapitel 2.5.1.) kultiviert und mit γ-Linolensäure am 5. Kulturtag behandelt.

Nach 24 Stunden erfolgte die Ernte der Zellen und die Präparation für die

durchflußzytometrische Messung. (vgl. Abb. 4). Da für das p53-Protein ein primär FITC

markierter Antikörper zu Verfügung stand, entfallen die Schritte des sekundären

Antikörpers.

Das Experiment wurde mit folgenden Endkonzentrationen der γ-Linolensäure durchgeführt

5, 10, 15 und 20 µM.

Um nicht nur qualitativ die p53-Expression in Abhängigkeit der Fettsäurekonzentration zu

messen, wurde auch die zeitliche Veränderung ermittelt. Daraus lassen sich Hinweise zum

Regulationsmechanismus dieses Prozesses ableiten.

Es wurden bei konstanten Konzentrationen von γ-Linolensäure nach 3 Stunden, nach

6 Stunden und nach 24 Stunden die Zellen entsprechend der beschriebenen Arbeitsvorschrift

(Abb. 4) aufgearbeitet und vermessen.

Nachweis Apoptose-assoziierter Proteine bcl-2 und bax in Abhängigkeit von der

Fettsäurekonzentration

Aus der Familie der Apoptose-assoziierten Proteine sind das bcl-2 und das bax Protein die

am meisten untersuchten Apoptosemarker. Bcl-2 ist ein Apoptoseinhibitor. Unter den

Bedingungen der Messung von p53 nach der γ-Linolensäure (5, 10, 15 und 20 µM)

Inkubation wurde die Expression des Apoptose-assoziierten Proteins bcl-2 untersucht.

Das bax-Protein, ein Antagonist zu bcl-2, wurde in diesem Zusammenhang gleichzeitig

bestimmt. Da für diesen Versuch kein primär FITC-markierter bax-Antikörper zur

Verfügung stand, mußte ein FITC-markierter Sekundärantikörper eingesetzt werden, um

ein Fluoreszenzsignal zu erhalten. Die Sekundärantikörperzugabe erfolgte sofort nach dem

ersten Zentrifugationsschritt nach der Primärantikörperzugabe (vgl. Abb. 4).
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Molekularbiologischer Nachweis von p53 Protein mittels Western Blotting

Kultivierte HaCaT-Zellen wurden am 5. Kulturtag mit γ-Linolensäure der Konzentrationen

15, 20 und 25 µM inkubiert (Kap. 2.5.2.). Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet, 2 x

in PBS gewaschen und bei 230 x g für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 50 bis

100 µl Lämmli-Puffer (vorgewärmt) aufgenommen und 10 min bei 90 °C erhitzt. Es folgte

eine anschließende Ultraschallbehandlung und Zentrifugation bei 2490 x g für 15 min. Der

Überstand wurde für die weitere Bearbeitung bei -20 °C gelagert. Für eine genaue und

gleichmäßige Proteinauftragung wurde vorher eine Proteinbestimmung nach Lowry

durchgeführt (Firmenvorschrift Protein Assay Kit Nr. P5656; SIGMA Diagnostics).

Gleiche Proteinmengen (30-50 µg) wurden auf eine SDS-PAGE (10 %ig) übertragen und

anschließend für ca. 2-3 h bei 30 mA getrennt (Einlauf 10 min bei 20 mA; mit

Bromphenolblau und Standardmarker 6 µl). Nach der Elektrophorese wurden die Proteine

mittels „semi dry“ vom Gel auf eine 0,2 µm PVDM-Membran (bei 450 mA/1h) transferiert

(Trans-BlotTransfer Medium BioRAD).

Es folgte das Immunoblotting mit dem Miniblotsystem (Biometra). Die Membran wurde 1 x

mit Tween/PBS für 20 min bei RT und 3 x mit Blockierungsreagenz (Tween/PBS + 5 %

Milchpulver) gewaschen. Die Inkubation mit primärem Mausantikörper p53 1-2 µg/ml in

Blockierungslösung (Do7; Novocostra) erfolgte für 2 h bei 37 °C (oder über Nacht bei

4 °C).

Die Schritte 3 x Waschen mit Blockierungsreagenz (5-10 min; RT), Inkubation mit sek. AK

(1 h; RT; P0161 DAKO), 3 x Waschen mit Blockierungsreagenz (5-10 min, RT),

Inkubation mit ECL-Reagenz (1 min; Amersham-Buchler) und Nachweis der ECL-Reaktion

auf Röntgenfilm (Maximum nach 20 min; 1-10 min) schlossen das Western-Blotting ab.

Molekularbiologischer Nachweis von MDM2 Protein mittels Western Blotting

Wie in Kapitel 2.5.7.7. beschrieben erfolgte der Nachweis des MDM2-Proteins per

Western-Blotting mit den primären Maus-Antikörpern MDM2 (C-term) (1B10,

Novocostra) und MDM2 (N-term) (IF2, Oncogene).
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Proliferation von HaCaT-Zellen unter Einwirkung von freien Fettsäuren

Ausgangspunkt der Untersuchungen war die Frage nach der Standardisierung der

Kulturbedingungen der verwendeten  Keratinozyten. Neben der Festlegung des Alters der

zum Versuch herangezogenen Zellen, der Höhe der Zelleinsaat in Zellanzahl pro Milliliter

Medium mußte die Kulturdauer festgelegt werden, bei der unter den vorgegebenen

Kulturbedingungen eine Änderung der Proliferation am deutlichsten nachweisbar war. Dazu

wurde der Einbau von 3H-Thymidin nach unterschiedlichen Kulturzeiten ausgewertet. Den

Befunden liegen jeweils 48 Meßwerte pro Zeiteinheit zugrunde.

Die Meßwerte wurden statistisch mit dem Test „One Way Analysis of Variance“

ausgewertet. Das Ergebnis zeigt signifikante Unterschiede in der Keratinozyten-

proliferation zwischen den Tagen 4, 5, 6 und 7 (Abb. 5).
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Abb. 5   Proliferation von humanen Keratinozyten (HaCaT-Zellen) in Abhängigkeit

von der Kulturdauer ( 3H-Thymidineinbau) n=48

Die Bestimmung der prozentualen Anteile der Keratinozyten wurde am 6. Kulturtag nach

durchflußzytometrischen Messungen vorgenommen. Dabei ergab sich zum Einfluß von

Fettsäuren auf den Zellzyklus, daß keine Veränderungen im Zellzyklusverhalten unter

Fettsäureeinfluß nachweisbar waren. Die HaCaT-Zellen zeigten weder nach Zugabe von

Linolsäure über 24, 48 und 72 Stunden noch unter γ-Linolensäureeinfluß von 8 und 16

Stunden Veränderungen in den Zellzyklusphasen (Abb. 6).
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Auch der Nachweis des Zellzyklus-assoziierten Antigens PCNA erbrachte keine meßbaren

Veränderungen in der Verteilung der einzelnen Fraktionen (Abb. 7).

Zellzyklus- Linolsäure-Konzentration
Einwirkzeit phasen [%] Kontrolle 10 µM 50 µM 100 µM

G1 50,1 59,5 56,8 65,5
24 h S 34,6 26,4 31,2 21,5

G2/M 15,3 14,1 11,9 13,0
G1 55,2 55,1 52,6 58,3

48 h S 36,7 37,6 36,1 34,5
G2/M 8,5 7,3 11,3 7,2

G1 61,6 60,5 60,4 62,2
72 h S 30,6 29,7 35,7 27,4

G2/M 7,9 9,8 3,8 10,4
γ-Linolensäure-Konzentration

Kontrolle 5 µM 10 µM 15 µM
G1 38,0 37,5 37,5 45,3

8 h S 56,5 59,3 52,0 54,4
G2/M 5,5 3,2 10,5 0,3

G1 36,4 36,1 44,3 34,4
16 h S 60,2 55,0 40,6 58,8

G2/M 3,4 9,0 15,1 6,8

Abb. 6   Zellzyklusphasen von HaCaT-Zellen nach Einwirkung mit Linol- und

γ-Linolensäure, durchflußzytometrische Bestimmung
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Abb. 7   Vergleich der PCNA-Expression nach 48 h unter Linolsäureeinfluß;

A EtOH 0,2%, B 50 µM Linolsäure
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Diskussion

Zur Festlegung der Untersuchungsbedingungen an kultivierten Keratinozyten mußten einige

funktionelle Zustandsdaten der Zellen berücksichtig werden. Das betraf unter anderem den

Ablauf des Zellzyklus und der Differenzierung, die Einsaatdichte und Kulturdauer sowie

andere Faktoren der Kulturbedingungen. Aus den Ergebnissen des 3H-TdR Einbaus sollten

Hinweise für die Auswahl der Kulturbedingungen abgeleitet werden, die folgende Kriterien

für die weiteren Versuche erfüllen:

1. eine hohe Proliferationsrate

2. geringe Stratifizierung

3. geringe Differenzierung

4. genügende Zellmenge

Diese Kriterien waren nach Auswertung der Ergebnisse zum 3H-TdR Einbau am

6. Kulturtag weitgehend gegeben, deshalb wurde für die weiteren Untersuchungen der

6. Kultivierungstag gewählt (Abb. 5).

Es ist bekannt, daß durch Substanzen oder Strahlung die Zellproliferation beeinflußt werden

kann. Eine Möglichkeit besteht in der Blockierung einzelner Phasen des Zellzyklus.

Beschrieben wurde von Bache et al. (1997) die Blockierung der G2/M-Phase von humanen

Sarkomzellen durch Röntgenstrahlung. Nach Shinomiya (1997) werden Lymphomzellen

nach Einwirkung eines Chloroplatinkomplexes ebenfalls in der G2/M-Phase blockiert. Der

Einsatz eines Anthracyclinderivates bei humanen Mammaadenokarzinomzellen führte nach

Hedenfalk (1997) zur Blockierung der G1-Phase bzw. der späten S-Phase.

Voraussetzung für die Interpretation der durchflußzytometrisch gewonnenen Ergebnisse der

Zellproliferation ist die Kenntnis der Phasen des Zellzyklus. In Abb. 8 sind die

verschiedenen Phasen vermehrter bzw. verminderter Proliferation schematisch dargestellt.

Die ruhende, nicht-proliferierende Zelle befindet sich in der sogenannten G0-Phase (z.B.:

ausdifferenzierte Gewebezellen). In der G1-Phase (Wachstumsphase) findet unter anderem

die RNA-Synthese, die Proteinbiosynthese und der Aufbau des Zytoskelettes statt. Die S-

Phase ist der Replikation der genomischen DNA vorbehalten. Nach der S-Phase vergeht

eine kurze Zeitspanne (G2-Phase), bis die Zelle in die Mitose-Phase übergeht (Trennung der

verdoppelten Chromosomen). Hier beginnt der Zellzyklus von neuem. Charakteristische

Kennzeichen des Zellzyklus sind unter anderem die Zunahme des DNA-Gehaltes, das

Auftreten spezifischer Proteine während der Phasen des Zellzyklus (PCNA, Ki-67) sowie

der Einbau von Thymidin in der S-Phase.
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Abb. 8   Schematische Darstellung der Phasen des Zellzyklus und korrespondierender

charakteristischer Markerproteine (nach Boehringer Mannheim)

Für Untersuchungen der Zellproliferation und der damit verbundenen molekularen

Vorgänge können die Ergebnisse der Durchflußzytometrie zu wertvollen Erkenntnissen

beitragen (Schmitz und Rothe, 1994). Die Durchflußzytometrie ermöglicht die schnelle

Bestimmung von DNA-Verteilungsmustern und ihrer Veränderungen. Sie kann zur Analyse

komplexer Zellzyklusverteilungen (z.B. Überlagerung diploider und aneuploider Kerne) und

zur prozentualen Berechnung der Zellzyklusanteile (G0/G1, S, G2/M) mit speziellen

Softwareprogrammen herangezogen werden (Schmitz und Rothe, (1994), Ormerod (1994),

Radbruch (1992)).

Untersuchungen des Einflusses von freien Fettsäuren auf die Proliferation von HaCaT-

Keratinozyten mit Hilfe des 3H-Thymidineinbaus erbrachten eine Verringerung der

Proliferation und Zellanzahl. Da die Proliferationsrate mit zunehmender Fettsäure-

konzentration sinkt, ist nicht von einem regulatorischen Eingriff in den Zellzyklus im Sinne

einer Blockierung auszugehen (Schneider, 1997).

Eine Blockierung bzw. Änderung des Zellzyklus durch die eingesetzten freien Fettsäuren

konnte nicht nachgewiesen werden. Keinen Einfluß auf den Zellzyklus ließ die Expression
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von PCNA erkennen. Zur genaueren Charakterisierung der Wachstumsfraktion (S-Phase)

wurde zusätzlich das Zellzyklus-assoziierte Antigen PCNA bestimmt. Das Auftreten des

PCNA-Proteins ist eng mit bestimmten Phasen des Zellzyklus verbunden und kann daher

zur präziseren Ermittlung der S-Phase genutzt werden. PCNA als hochkonserviertes Protein

ist funktionell ein Hilfsprotein der DNA-Polymerase δ (Travali et al., 1989 und Brown et

al., 1993) und akkumuliert in der S-Phase (Biochemica Information Boehringer Mannheim,

1996). Änderungen des PCNA-Zustandes in unterschiedlichen Tumorstadien während des

Zellzyklus und im Vergleich zu verschiedenen Tumoren sind unter anderem bei Steck und

El-Nagger (1994), Pellicciari (1995) und Sawtell (1995) beschrieben.

Sollten durch freie Fettsäuren Signalwege induziert werden, die die Proliferation direkt oder

indirekt beeinflussen, so müßte dieses z. B. in den Abbildungen 6 und 7 erkennbar sein. Da

aber morphologische Veränderungen der Membranen bei hohen Fettsäurekonzentrationen

unter dem Mikroskop zu sehen waren (Auflösung Zell-Zell-Kontakt), können andere

strukturelle, molekularbiologische Einflüsse von Fettsäuren auf die Zelle nicht

ausgeschlossen werden.

Strukturveränderungen zellulärer Organellen unter dem Einfluß von Linolsäure

Wie schon erwähnt können freie Fettsäuren durch deren Zugabe in das Zellkulturmedium zu

morphologischen Veränderungen der Zellen führen (Schneider, 1997). Auf Grund dieser

Befunde stellte sich die Frage, ob mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine

nähere Charakterisierung der beobachteten Vorgänge möglich ist.

Elektronenmikroskopische Befunde von HaCaT-Keratinozyten:

Im Vergleich zu den unbehandelten HaCaT-Keratinozyten (Abb. 9) konnte man bei den

Zellen unter Einfluß von 50 µM Linolsäure für 2 Stunden (Abb. 10) eine deutliche Zunahme

von multivesikularen oder pre-lysosomalen Körpern beobachten. Eine Bildung von

Peroxisomen scheint wahrscheinlicher. Wurde die Konzentration auf 75 µM Linolsäure

erhöht (Abb. 11), waren weitere strukturelle Veränderungen nicht mehr visuell nachweisbar.

Leichte, in einigen Kernen auszumachende Chromatinkondensationen, könnten auf eine

eventuell beginnende Apoptose hinweisen. Veränderungen an anderen Organellen konnten

nicht nachgewiesen werden. Die Konzentration von 100 µM Linolsäure zeigte allenfalls eine

weitere graduelle Zunahme von Peroxisomen.
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Elektronenmikroskopische Befunde an nativen Keratinozyten:

Native Keratinozyten (Abb. 12) zeigten fast die gleichen strukturellen Veränderungen wie

die HaCaT-Zellen unter dem Einfluß der Linolsäure. Es bilden sich Peroxisomen, die bei 50

µM (Abb. 13) und 75 µM (Abb. 14) Linolsäure im Gegensatz zu HaCaT-Keratinozyten

noch membranäre Strukturen im Organelleninnern aufweisen. In den Zellkernen sind außer

dem Nukleus hin und wieder Bereiche kondensierten Chromatins zu sehen, ein Zeichen für

eine eventuell beginnende Apoptose.

Abb. 9   unbehandelte HaCaT-Zellen (elektronenmikroskopische Aufnahme,

Vergrößerung 10000-fach)
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Abb. 10  HaCaT-Zellen behandelt mit 50 µM Linolsäure für 2 h

(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 10000-fach)

Abb. 11  HaCaT-Zellen behandelt mit 75 µM Linolsäure für 2 h

(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 10000-fach)
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Abb. 12  unbehandelte native Keratinozyten (elektronenmikroskopische Aufnahme,

Vergrößerung 10000-fach)

Abb. 13  Native Keratinozyten behandelt mit 50 µM Linolsäure für 2 h

(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 10000-fach)
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Abb. 14  Native Keratinozyten behandelt mit 75 µM Linolsäure für 2 h

(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 10000-fach)

Diskussion

Die schnelle und starke Ausbildung von Peroxisomen in den Keratinozyten innerhalb von 2

Stunden ist sicherlich auf das Überangebot der freien Fettsäure Linolsäure in den Zellen

zurückzuführen. Die Zelle versucht durch die Bildung spezieller Organellen, z.B.

Peroxisomen, den Fettsäureüberschuß zu kompensieren bzw. die Fettsäure schnell

abzubauen. Peroxisomen sind selbstreplizierende Organellen, die kein eigenes Genom, wie

die Mitochondrien und Chloroplasten, besitzen. Sie müssen daher ihre Proteine aus dem

Zytoplasma importieren. Der Begriff „Peroxisom“ resultiert aus ihrer Verwendung von

molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid, um Oxidationsreaktionen auszuführen.

Eine der Hauptfunktionen der Peroxisomen ist der Abbau von Fettsäuren durch der

ß-Oxidation. Normalerweise findet dieser Prozeß bei Säugerzellen in den Mitochondrien

statt, kann aber teilweise auch von Peroxisomen übernommen werden (Alberts et al., 1997).

Zu diskutieren ist auch die mögliche fettsäureinduzierte Aktivierung des nuklearen Hormon

Rezeptors PPARα. Keller et al. (1993), Schoonjans et al. (1996) und Yu et al. (1995)

zeigten, daß freie Fettsäuren, z.B. Ölsäure und Linolsäure, in der Lage sind, PPARα zu

aktivieren. Weiterhin soll eine Stimulierung von PPARα dazu führen, daß die DNA-

Synthese inhibiert wird (Hanley et al., 1997).
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Wie dem auch sei, scheinbar reicht der Abbau der freien Fettsäure in den Mitochondrien

bzw. Peroxisomen (auch bei geringen Fettsäurekonzentrationen) nicht aus, um eine

Apoptosereaktion zu verhindern (Kapitel 3.5.).

Änderung der freien intrazellulären Ca2+-Konzentration

Die quantitative Calciumbestimmung bzw. die Konzentrationsänderung von Ca2+-Ionen in

intakten biologischen Systemen ist für die Deutung der Aktivierung und Inhibierung intra-

und extrazellulärer Prozesse von großer Bedeutung. Diese Problemstellung wird an

verschiedenen biologischen Systemen bearbeitet (Morgan und Burgoyne, 1990, Takano et

al., 1994).

Die Ca2+-Konzentration in einem biologischen System unterliegt einem ständigen

dynamischen Gleichgewicht. Zunächst ist zwischen einem extrazellulären und intrazellulären

Ca2+-Gleichgewicht zu unterscheiden, die wiederum über Gleichgewichtsbeziehungen, die

durch einen aktiven oder passiven Transport gesteuert werden, gekoppelt sind.

Für die Fragestellung war aber primär das intrazelluläre Ca2+-Gleichgewichtssystem von

Interesse, das von externen Faktoren (Präparation, Medium, Untersuchungssubstanzen)

beeinflußt wird.

Für das intrazelluläre Ca2+-Gleichgewichtssystem sind folgende Gleichgewichte

bestimmend:

1. Calciumhydrogencarbonat/-carbonat-Gleichgewicht

Ca2+ + 2HCO3
-
  Ca2+ + CO3

2- + H2CO3  CaCO3 + H2CO3

2. Calciumhydrogenphosphat-Gleichgewicht

Ca2+ + 2HPO4
-  CaHPO4 + H3PO4

3. Calciumcalmodulin-Gleichgewicht

[ ] [ ]
[ ]K

C a C a lm o d u lin

C a C a lm o d u lin
=

•
−

+2

Gl. 1
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Allgemein wird angenommen, daß 90 % des Zellcalciums in den Mitochondrien als

Calciumphosphatkomplex gebunden ist und dieses mit dem Zytosolcalcium im schnellen

Austausch steht (Ackermann, 1992).

Bedenkt man andererseits, daß das Konzentrationsgefälle zwischen extrazellulärem und

intrazellulärem Calcium in vivo 1000:1 beträgt, so wird damit auch deutlich, daß die

Konzentration des intrazellulären Calciums von vielen Faktoren (Abb. 22) abhängig ist,

wobei hier nur die Rolle der enzymatischen Regulation angeführt sei.

Eine genaue Bestimmung der Calciumkonzentration erweist sich durch diese Faktoren als

recht schwierig. Absolutwerte sind also mit Vorsicht zu betrachten.

Ca2+-Kalibrierung

Für die Bestimmung der [Ca2+]i-Konzentration in HaCaT-Zellen muß im Vorfeld eine

Eichkurve erstellt werden.

Die für jede einzelne Ca2+-Konzentration erhaltenen mittleren MFI-Werte bilden die

Grundlage zur Bestimmung folgender Parameter:

F ist die gemessene Fluoreszenzintensität der Probe

Fmin ist die Intensität, bei minimal erreichbarer intrazellulärer Ca2+-Konzentration

Fmax ist die Intensität, bei maximal erreichbarer intrazellulärer Ca2+-Konzentration

Kd ist die Dissoziationskonstante des Ca2+/Fluo-3 Komplexes

Für den physiologisch interessierenden Bereich der intrazellulären Calcium-

ionenkonzentration von 0 µM bis 40 µM wurden mittlere Fluoreszenzintensitäten (MFI)

bestimmt. Der niedrigste (Fmin) und der höchste Wert (Fmax) wurden als Grenzwerte für die

Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kd für das jeweilige System (Fluoreszenzreader

und Durchflußzytometer) herangezogen (Firmenvorschrift Calcium Calibration Buffer Kits;

Molecular Probes, INC.). Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kd des Ca2+/Fluo-3

Komplexes bedient man sich der logarithmischen Auftragung von Log[(F-Fmin)/(Fmax-F)]

gegen Log [Ca2+]i. Durch lineare Regression erhält man eine Geradengleichung der Form
y m x n= • + , die für y = 0 den Log-Wert für Kd liefert. Für den Fluoreszenzreader wurde

ein Kd-Wert von Kd = 334,7 nM und für das Durchflußzytometer ein Wert von Kd = 372,03

nM in recht guter Übereinstimmung errechnet. Vergleicht man die beiden erhaltenen
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Regressionskoeffizienten (Fluoreszenzreader R = 0,9872 und Durchflußzytometer

R = 0,9972), ergibt sich für das Durchflußzytometer eine Geradengleichung, die einem

Regressionskoeffizienten von R = 1 am nahesten ist. Werden die beiden Anstiege

(Fluoreszenzreader m = 1,05694 und Durchflußzytometer m = 0,9032) miteinander

verglichen, so stellt man fest, daß die Empfindlichkeit der beiden Methoden annähernd

gleich ist.

In Abb. 15 ist die logarithmische Auftragung der MFI-Werte des Fluoreszenzreaders und

des Durchflußzytometers zur Ermittlung von Kd zu sehen.

Allgemein gilt für Fluoreszenzfarbstoffe, die nur ein Emissionssignal aufweisen, eine

logistische Funktion Gl. 2 (Grynkiewicz et al., 1985).

( )
( )Ca K
F F

F Fd
2+ = •

−
−
min

max Gl. 2

Durch die Anwendung der Gleichung 2 auf die ermittelten Ergebnisse von Fluoreszenz-

reader und Durchflußzytometer ergaben sich sigmoide Kurven (Abb. 16).
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Abb. 15  Ermittlung der Dissoziationskonstanten Kd des Ca2+/Fluo-3 Komplexes am

Fluoreszenzreader und am Durchflußzytometer
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Abb. 16  Ca2+-Kalibrierung am Durchflußzytometer und Fluoreszenzreader

Die Berechnung der Ca2+-Ionenkonzentration erfolgt nach Gleichung 2. Die Herleitung

dieser Berechnungsgrundlage kann in der Publikation von Grynkiewicz et al. (1985)

nachvollzogen werden.

Ein auf keinen Fall zu vernachlässigender physikalischer Parameter ist die

Temperaturabhängigkeit der Dissoziationskonstanten vom Ca2+/Fluo-3 Komplex. Bei 22 °C

gilt für Fluo-3 ein Kd-Wert von 400 nM und bei 37 °C ist Kd = 864 nM (Minta et al., 1989

und Merrit et al., 1990). Da die Dissoziationskonstante auch abhängig von der Ionenstärke

und dem pH-Wert ist, sollte sie für das jeweilige Meßsystem bestimmt werden. Durch

Umstellung der Gleichung 2 und anschließender logarithmischer Auftragung (Abb. 15) läßt

sich der Kd-Wert des Systems bestimmen. Diese Vorgehensweise ist in der Firmenvorschrift

des Calcium Calibration Buffer Kit #2 (Molecular Probes, INC.) beschrieben und erläutert.

Mit dieser Methode ist eine Ca2+-Kalibrierung am Durchflußzytometer und

Fluoreszenzreader möglich, wobei es aber für den Fluoreszenzreader Einschränkungen gibt.

Jeder ermittelte mittlere MFI-Wert ist von der Zellzahl im Well der Mikrotiterplatte

abhängig, so daß es hier innerhalb eines Versuches zu hohen Schwankungsbreiten kommen

kann. Eine Möglichkeit, die Zellzahl simultan zur Calciummessung zu bestimmen, ohne

einen direkten Einfluß auf die adhärent gewachsenen Zellen zu nehmen, gibt es nicht.

Coulter Counter ermöglichen zwar die genaue Zellzahlbestimmung, aber dafür System sind

Zellsuspensionen notwendig. Zellzahlbestimmungen mit Fluoreszenzfarbstoffen sind

unrealistisch, da Interaktionen mit Calcium-regulatorischen Prozessen nicht ausgeschlossen

werden können.
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Einfluß von Fettsäuren auf die freie intrazelluläre Ca2+-Konzentration in Keratinozyten

Der Einfluß hoher Konzentrationen von freier Fettsäure auf den intrazellulären

Calciumgehalt ist in Abb. 17 dargestellt. Die Zugabe von Linolsäure führte innerhalb

weniger Minuten zu einem steilen Anstieg der freien intrazellulären Ca2+-Konzentration bis

auf 250 %, die sich nach kurzer Zeit auf einen Wert von 142 %, bezogen auf die Kontrolle,

einstellte. Die geringere Konzentration von Linolsäure (500 µM) führte nach ca. 5 min und

die hohe Konzentration (5000 µM) nach 10 min zu einem Maximum an [Ca2+]i-Freisetzung.

Die Zunahme des Anteils der toten Zellen im Versuchslauf weist auf eine hohe toxischen

Wirkung der freien Fettsäure hin.
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Abb. 17  Einfluß hoher Linolsäure-Konzentrationen auf die freie Ca2+-Konzentration

in HaCaT-Zellen

Konzentrationen von 10 µM und 100 µM Linolsäure am Durchflußzytometer führten zu

einem gleichbleibenden Anstieg der freien intrazellulären Ca2+-Konzentration über mehrere

Minuten (Abb. 18 und Abb. 19). Hierbei konnte eine Steigerung des freien Ca2+-Gehalts

sowohl bei einem extrazellulären Calciumgehalt von 2 mM als auch bei Ca2+-freien

Untersuchungsbedingungen beobachtet werden.
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Abb. 18  Einfluß von 10 µM Linolsäure auf die freie intrazelluläre

Ca2+-Konzentration von HaCaT-Zellen in Abhängigkeit von der externen

Ca2+-Konzentration 2 mM in der Meßlösung
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Abb. 19  Einfluß von 100 µM Linolsäure auf die freie intrazelluläre

Ca2+-Konzentration von HaCaT-Zellen in Abhängigkeit von der externen

Ca2+-Konzentration 2 mM in der Meßlösung
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Die Versuche mit 10 µM und 100 µM Arachidonsäure am Fluoreszenzreader führten zu

einen kontinuierlichen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Bei Vorhandensein

von extrazellulärem Calcium (2 mM) war ein steilerer Anstieg der [Ca2+]i-Konzentration zu

beobachten als bei den Versuchen ohne extrazellulärem Calcium (Abb. 20 und Abb. 21).
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Abb. 20  Einfluß von 10 µM Arachidonsäure auf die freie intrazelluläre

Ca2+-Konzentration von HaCaT-Zellen in Abhängigkeit von der externen

Ca2+-Konzentration 2 mM in der Meßlösung; n=16
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Abb. 21  Einfluß von 100 µM Arachidonsäure auf die freie intrazelluläre

Ca2+-Konzentration von HaCaT-Zellen in Abhängigkeit von der externen

Ca2+-Konzentration 2 mM in der Meßlösung; n=16
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Eine Korrelation zwischen der Anzahl der Doppelbindungen in den Fettsäuren (Ölsäure,

Linolsäure, γ-Linolensäure und Arachidonsäure) und der Ca2+-Freisetzung war nicht

nachzuweisen.

Diskussion

Calcium erfüllt in der Haut wichtige regulatorische Funktionen. So beschreibt Fairley (1988)

die Bedeutung von Calcium als second Messenger und Regulator für die

Desmosomenausbildung und Menon et al. (1994) die Integrität der Permeabilitätsbarriere

mit dem epidermalen Calciumgradienten. Für die Differenzierung und Proliferation von

epidermalen Zellsystemen ist die Änderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in den

Zellen von großem Interesse (Lee et al., 1992, Jones und Shrape, 1994 und Lee et al.,

1994). Für die Kultivierung ist das extrazelluläre Calcium ein wesentlicher Faktor, indem er

einen direkten, aber auch indirekten Einfluß auf den [Ca2+]i-Gehalt nimmt und dadurch für

Veränderungen im Proliferations- und Diffenzierungverhalten verantwortlich gemacht wird

(Hennings et al., 1980 und Thiele, 1995).
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Änderungen der freien intrazellulären Ca2+-Konzentration durch äußere Einflüsse sind in

vielen Publikationen Gegenstand der Diskussion. Pande et al. (1996) haben mit

Staurosporin behandelte Rattenfibroblasten F111 im Zellzyklus synchronisiert und

anschließend die einzelnen Zellzyklusphasen auf den intrazellulären Calciumgehalt

untersucht. Eine Erhöhung der extrazellulären Ca2+-Konzentration im Kulturmedium

bedingt nach 2 Minuten in normalen und neoplastischen Keratinozyten eine Erhöhung des

[Ca2+]i-Gehalts (Hennings et al., 1989). Eine Blockierung von Ca2+-„Pumpen“ durch 2,5-Di-

tert-butylhydrochinon kann den Zellzyklus phasenunspezifisch arretieren (Short et al.,

1993).

Der Einfluß von freien Fettsäuren auf HaCaT-Zellen und die dadurch induzierte Änderung

der freien intrazellulären Ca2+-Konzentration wurde von Glanz et al. (1996) am konfokalen-

Laserscanning-Mikroskop und Fröde et al. (1997) am Durchflußzytometer untersucht. Auf

Grund des rapiden intrazellulären Calciumanstieges nach Zugabe von freier Fettsäure auf

HaCaT-Zellen sollte der Mechanismus des Fettsäuretransportes in die Zelle diskutiert

werden.

In der Literatur gehen die Meinungen diesbezüglich auseinander. Während Fitscher et al.

(1996) hauptsächlich von einem proteinabhängigen Transport ausgeht, favorisiert Zakim

(1996) den Fettsäuretransport durch die Zellmembran mittels Diffusion. In der Tat wurde

ein epidermales fettsäurebindendes Protein gefunden, es soll allerdings nur den

Fettsäuretransport innerhalb der Zelle fördern (Siegenthaler et al., 1994).

Auch wenn das Transportproblem kontrovers diskutiert wird, liegen für den Einfluß von

freien Fettsäuren auf das intrazelluläre Calcium vergleichbare Ergebnisse vor (Glanz et al.,

1996, Fröde et al., 1997). Hohe Konzentrationen von freien Fettsäuren scheinen eine rasche

Freisetzung von Ca2+-Ionen aus den Speichern zu induzieren (Abb. 17). Die Reaktion geht

soweit, daß die Zellen nach einer bestimmten Zeit in Lyse übergehen, wahrscheinlich durch

Verlust der Membranintegrität als Folge einer gesteigerten Membranfluidität. Im

Konzentrationsbereich von 10 µM bis 100 µM führen die Fettsäuren lediglich zu einem

kontinuierlichen Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration (Abbildungen 18, 19, 20

und 21). In Gegenwart von extrazellulärem Calcium scheint der Anstieg des intrazellulären

Calcium auf einem höheren Niveau stattzufinden. Die erhöhte [Ca2+]i-Konzentration kann

durch Influx von extrazellulärem Calcium hervorgerufen werden (MC Govern et al., 1995).

Die Phosphoinositidkaskade (Stryer, 1991) könnte solche regulatorischen Prozesse

auslösen, die mit einem Öffnen von Ca2+-Kanälen einhergehen (Abb. 23). Die Bildung von

Inositol-1,4,5-trisphosphat führt zu einer raschen Freisetzung von Ca2+-Ionen aus dem

endoplasmatischen Reticulum und dem sarkoplasmatischen Reticulum glatter Muskelzellen.

Es kann folgende Reaktionen in vielen Zelltypen auslösen, unter anderem (Stryer, 1991):
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• Glykogenolyse in Leberzellen

• Histaminsekretion durch Mastzellen

• Aggregation von Blutplättchen

• Kontraktion glatter Muskeln

Der zweite Messenger, das Diacylglyzerin, aktiviert die Proteinkinase C, die in vielen

Zielproteinen Serin- und Threoninreste phosphoryliert. Sie wirkt synergistisch auch zum

Inositol-1,4,5-trisphosphat. Die Kaskade wandelt extrazelluläre in intrazelluläre Signale und

entläßt also in ihrem Ablauf zahlreiche Moleküle mit Signalfunktion (z.B. Inositol-1,4,5-

trisphosphat [IP3] und Diacylglyzerin [DAG]).
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Abb. 23  Synthese und rezeptorvermittelte Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2) (nach Stryer, 1991)
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Denkbar ist auch, daß durch den Anstieg des [Ca2+]i-Gehalts ein Messenger freigesetzt

wird, der den Ca2+-Influx stimuliert (Randriamampita und Tsien, 1993). Allerdings kommt

es auch ohne Vorhandensein von extrazellulärem Calcium zu einer [Ca2+]i-Erhöhung bei

Einsatz von freien Fettsäuren. Diese Freisetzung kann nur durch Mobilisierung von

intrazellulären Ca2+-Speichern hervorgerufen werden, z.B. aus calciumspeichernden

Proteinen, dem endo-plasmatischen Reticulum und dem Mitochondrium.

Änderung des mitochondrialen Membranpotentials von Keratinozyten unter Einfluß

von Fettsäuren

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-123 (R-123) lassen sich Änderungen des

mitochondrialen Membranpotentials (MMP) am Durchflußzytometer nachweisen, eine

Erhöhung der Fluoreszenz bedeutet gleichermaßen eine Erhöhung des MMP (Ormerod,

1994, Schmitz und Rothe, 1994 und Sureda et al., 1997).

Ethanol mit einer Konzentration von 0,2 % in HBSS-Lösung (Suspensionslösung der

Fettsäuren) diente als Kontrolle. Die Fluoreszenz von R-123 blieb über einen Zeitraum von

15 min konstant (Abb. 24). Fettsäure, nach 2 min eingespritzt, verursachte einen Anstieg

der R-123 Fluoreszenzintensität. Hierbei war auch eine Konzentrationsabhängigkeit zu den

Fettsäuren zu sehen. Linolsäure mit 30 µM erzeugte nach ca. 1 min und 36 s eine Zunahme

des Fluoreszenzsignals und Linolsäure mit 75 µM (Abb. 25) nach ca. 24 s. Die Zeit

entspricht der Messung nach der Einspritzung. Die eingesetzten Konzentrationen (30 µM u.

75 µM Linolsäure) führten zu einem über einen langen Zeitraum gleichbleibendem Niveau.
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Abb. 24  Nachweis des mitochondrialen Membranpotentials mit R-123 in

fettsäurefreier HBSS-Lösung mit 0,2 % Ethanol
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Abb. 25  Nachweis des mitochondrialen Membranpotentials in HBSS-Lösung mit

75 µM Linolsäure

Auch die Fettsäuren 10-Methyl-Palmitinsäure (40, 75 µM), Ölsäure (40, 50 µM),

γ-Linolensäure (20, 30 µM) und Arachidonsäure (30, 40 µM) verursachten einen Anstieg

der Fluoreszenzintensität. Die nach mindestens 15 min erreichte Maximalintensität hatte

auch noch nach ca. 1 h 30 min Bestand, allerdings nahm der Anteil der lebenden Zellen in

dieser Zeit ab.

Diskussion

Analog zur Zellmembran wird auch an der inneren mitochondrialen Membran ein Potential

aufgebaut (mitochondriales Membranpotential, MMP), dessen Energie zur Synthese von

ATP und zum Transport von Metaboliten und anorganischen Ionen in den Matrixraum

genutzt wird. Eine ausführliche Beschreibung dieser Vorgänge ist bei Alberts et al. (1997)

zu finden. Dieser durch das MMP aufgebaute, elektrochemische Protonengradient wird

unter anderem auch für den Import von Ca2+-Ionen aus dem Zytosol in das Mitochondrium

genutzt. Das Calcium kann dann dort in Form von Calciumphosphat gespeichert werden.

Petronilli et al. (1993) zeigten, daß in in vitro gehaltene Mitochondrien Ca2+-Ionen und

Palmitat die Porenöffnung modifizieren bzw. anregen. Dies soll zu einer Freisetzung von

Ca2+-Ionen führen und dadurch andere Mitochondrien zur Porenöffnung anregen (Anstieg

des MMP). Eine Reduktion des MMP erfolgt erst viel später. Petit et al. (1996) beschreiben
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in einem Übersichtsartikel, daß eine Induzierung der Porenöffnung von Mitochondrien eine

Vorstufe zur Apoptose darstellt. Wird von einer apoptotischen Wirkung der freien

Fettsäuren ausgegangen, sollte das MMP zu einem bestimmten Zeitpunkt

zusammenbrechen, da frühe Phasen der Apoptose mit dieser Reaktion einhergehen (Gorman

et al., 1997; Koester et al., 1997). In isolierten Erbsen-Mitochondrien konnte durch

Wirkung von Fettsäuren (Linol-, γ-Linolen-, Öl- und Palmitinsäure) eine Änderung bzw. ein

verzögerter Zusammenbruch des MMP nachgewiesen werden (Petrussa et al., 1992). Der

Zeitpunkt des Zusammenbruchs des MMP ist von Zellart, von Zelle zu Zelle und von den

Induktoren abhängig (Macho et al., 1996). Gemessene Änderungen des MMP konnten nicht

mit jedem Fluoreszenzfarbstoff für das mitochondriale Membranpotential gemessen bzw.

nachvollzogen werden (Gorman et al., 1997). So beschreiben Poot et al. (1997) auch, daß

in verschiedenen Studien zur Apoptose mit dem mitochondrialen Fluoreszenzfarbstoff JC1

eine spektrale Änderung des Emissionssignales nachgewiesen wurde, die bei dem Farbstoff

R-123 nicht beobachtet werden konnte. Die biochemische Basis dieses Phänomens ist bisher

noch nicht geklärt. Eine gefundene Erhöhung des MMP durch Fettsäuren steht also in

keinem Widerspruch zur Theorie bzw. Praxis der Apoptose-Induzierung.

Differenzierung und Apoptose von Keratinozyten

Einfluß von Fettsäuren auf die Differenzierung von Keratinozyten

Die Kenntnis der Bedeutung der Erhöhung des [Ca2+]i-Gehaltes für die Differenzierung der

Keratinozyten legt es nahe, durch freie Fettsäuren einen Einfluß auf den Differenzierungs-

prozeß zu vermuten. Dazu wurde nach Linolsäure- und Arachidonsäurezusatz die

Bestimmung von Involucrin und Filaggrin in HaCaT-Keratinozyten vorgenommen.

Involucrin, ein früher Differenzierungsmarker, zeigte weder nach 24 noch nach 48 Stunden

nach Fettsäurezugabe (Arachidonsäure) eine veränderte Expression (Abb. 26 A, B).

Der Filaggrinnachweis wurde unter Einfluß von Linolsäure untersucht. Auch bei diesen

Experimenten konnte nach 24- und 48-stündiger Fettsäureexposition keine Veränderungen

im Filaggringehalt der Keratinozyten nachgewiesen werden (Abb. 26 C, D).
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Abb. 26  Vergleich der Involucrin- und Filaggrinexpression nach 48 h unter

Fettsäureeinwirkung auf humane Keratinozyten; A, C EtOH 0,2%;

B 10 µM Arachidonsäure; D 25 µM Linolsäure

Diskussion

Die störungsfreie Differenzierung von Keratinozyten stellt eine entscheidende

Voraussetzung für die Bildung einer struktur-funktionell intakten  Hornschicht humaner

Haut dar. Kommt es innerhalb des Differenzierungsprozesses zu Fehlregulationen, so ist in

deren Folge die Barrierefunktion der Hornschicht mehr oder weniger deutlich gestört. Das

Ergebnis dieser Störungen wird bei einer Vielzahl von Dermatosen klinisch manifest

(Menon und Elias, 1991). Eine große Zahl von Untersuchungen belegt diese
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Zusammenhänge (u. a. Fartasch et al., 1992, Griffiths et al., 1992). Die Proteine Involucrin

und Filaggrin sind für die Differenzierung des Keratinozyten zum Corneozyten von zentraler

Bedeutung. Sie sind gewissermaßen die Vorboten der beginnenden Differenzierung und

treten daher in ihrer Expression sehr früh in Erscheinung. Die schematische Darstellung der

Epidermis (Abb. 27) von Eckert und Welter (1996) zeigt die morphologisch zeitliche

Zuordnung der höchsten Expression von Involucrin und Filaggrin während des

Differenzierungsablaufes.

Cornified
Layer

Granular
Layer

Spinous
Layer

Basal
Layer

BL

T

TG1
K1, K10
Cornifin
Involucrin

K5, K14

Loricrin
Filaggrin

Abb. 27  Schematische Repräsentation von Bereichen der Genexpression wichtiger

Proteine in der Epidermis (BL- basal lamina).

(modifiziert nach Eckert und Welter, 1996)

Eine Änderung der extrazellulären Ca2+-Konzentration in der Kultur von HaCaT-

Keratinozyten und der Einsatz von 1,25-Dihydroxyvitamin D konnte eine erhöhte

Expression von Involucrin hervorrufen (Ratnam et al., 1996). Paramio und Jorcano (1997)

zeigten, daß es durch Inhibierung der Tyrosinkinase zu einer verzögerten

Involucrinexpression kommt. Allgemein konnte auch nachgewiesen werden, daß Involucrin

ein sehr früher Differenzierungsmarker ist und noch vor Loricrin, welches wichtig für die

Bildung des cornified envelope`s ist, gebildet wird. Es wird schon sehr zeitig im Stratum

spinosum exprimiert und ist eng an der Ausprägung der cornified envelope beteiligt. In der

Proteinhülle des Corneozyten sorgt es als eine Art Matrix, im Verband mit weiteren

Proteinen für die Verankerung der Keratinfilamente (Ishida-Yamamoto et al., 1997).
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Die Fettsäuren Arachidonsäure und Linolsäure erbrachten keine nachweisbaren Änderungen

in der Expression von Involucrin bzw. Filaggrin bei HaCaT-Keratinozyten. Obwohl die

Fettsäuren eine Erhöhung des Ca2+-Signals hervorrufen, konnte kein Nachweis einer

Expressionsänderung für eine zelluläre Differenzierung geführt werden. Demgegenüber sind

Störungen in der Fettsäuresynthese von Keratinozyten mit Folge einer gestörten

Zusammensetzung und Funktion der intercorneozytären Lipidbilayer als Ausdruck einer

gestörten Differenzierung bekannt (Imokawa et al., 1989). Durch topische Applikation von

Fettsäuren kann diese Störung substituiert werden, wodurch die reduzierte

Permeabilitätsbarriere wieder stabilisiert wird (Buslau und Thaci, 1996, Bonte et al., 1997,

Schneider und Wohlrab, 1997).

Apoptose von Keratinozyten

Die Apoptose ist eine morphologisch distinkte und genetisch regulierte Form des Zelltodes.

Im Gegensatz zur Nekrose wird Apoptose durch extrazelluläre Signale ausgelöst, wie z.B.

Verlust essentieller Wachstumsfaktoren, Aktivierung bestimmter Zelloberflächenrezeptoren,

Einwirken von Glukokortikoidhormonen oder DNA-schädigenden Agenzien (Stewart,

1994, Paus et al., 1995, Noll und Eschborn, 1997, Rudin et al., 1997). Diese Signale

initiieren das intrazelluläre „Zelltod“-Programm, welches eine de novo Genexpression

erfordert. Morphologische und biochemische Analysen apoptotischer Zellen lassen

charakteristische Merkmale wie Kondensation des Zytoplasmas, Verlust der

Plasmamembran-Mikrovilli, Segmentierung des Zellkerns und internukleosomaler Abbau

chromosomaler DNA erkennen. Nach elektrophoretischer Auftrennung ist die fragmentierte

DNA als deutliche DNA-Leiter im Agarosegel zu erkennen, wobei die einzelnen Banden um

jeweils 180 Basenpaare differieren. Die Zellen zerfallen schließlich in apoptotische

Körperchen, die durch Phagozytose eliminiert werden (Hess et al., 1997).

Der programmierte Zelltod spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des normalen

Zellumsatzes. Im Verlauf der Embryogenese (Eijende et al., 1997), der Metamorphose und

der endokrin-abhängigen Gewebeatrophie sterben die Zellen durch Apoptose. Auch in

HaCaT-Zellen konnte durch UVB-Bestrahlung Apoptose induziert werden (Schwarz et al.,

1995).

Eine Deregulation des programmierten Zelltodes ist auch maßgeblich an der Entwicklung

und Progression maligner Tumoren beteiligt (Raskin, 1997).

Für die Charakterisierung des programmierten Zelltodes stehen unterschiedliche Methoden

zur Verfügung. Die Abbildung 27 gibt einen Überblick über einige instrumentalanalytische

Möglichkeiten des Apoptosenachweises.
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Abb. 28  Möglichkeiten der Detektion apoptotischer Zellen

(modifiziert nach Boehringer Mannheim, 1996)

Eine der frühesten erkennbaren Phasen der Apoptose sind strukturelle Veränderungen in

den Membranen der Zelle. Es kommt zu einer Erhöhung des Anteils der gesättigten

Fettsäuren, die in Phospholipiden enthalten sind. Hierbei steigt hauptsächlich der Anteil der

gesättigten Fettsäurenseitenkette in Phosphatidylserin, -inositol und -ethanolamin, in

Phosphatidylcholin dagegen nicht. Diese Veränderungen können dramatische Auswirkungen

auf die Membranfluidität beinhalten und vielleicht den Weg von Endonukleasen in den

Zellkern ebnen (Singh et al., 1996). Mit Hilfe von Translokasen, die hierfür Calcium

benötigen, gelangt Phosphatidylserin von der inneren auf die äußere

Zellmembranoberflläche der Zelle (Bevers et al., 1996).

Diese Translokation in der frühen Phase der Apoptose wird mittels des Proteins Annexin-V

(fluoreszenzmarkiert) zum Nachweis der Apoptose in den verschiedensten Zellsystemen

genutzt (O`Brien et al., 1997, Darzynkiewicz et al., 1997, Eijende et al., 1997). Eine

grafische Darstellung dieses beschriebenen Vorgangs ist in Abb. 29 wiedergegeben.
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Abb. 29  Schematische Darstellung molekularbiologischer Vorgänge der

Translokation von Phosphatidylserin und dessen Nachweis mit Annexin-V

(modifiziert nach Calbiochem-Novabiochem, 1997)

Die Kombination von Annexin-V-FLUOS und PI ermöglicht am Durchflußzytometer die

Diskriminierung von vitalen, apoptotischen, spätapoptotisch/nekrotischen Zellen und die

von Zellkernen. In der Abbildung 30 werden die zu erwartenden Fluoreszenzsignale

zusammengefaßt.
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Fluoreszenz Propidiumiodid Annexin-V-

Zellen FLUOS

vital - -

apoptotisch - +

spätapoptotisch/ + +
nekrotisch

"Kerne" + -

Abb. 30  Zu erwartende Signalintensitäten bei der Messung der Apoptose mit

Annexin-V-FLUOS

Zellen, die weder apoptotisch noch nekrotisch sind, nehmen keinen Farbstoff auf.

Apoptotische Zellen haben als Charakteristikum Phosphatidylserin auf der äußeren

zytoplasmatischen Membran und sind somit für Annexin-V-FLUOS positiv. Da

apoptotische Zellen auch durch kultivierungsbedingte Einflüsse ihre Membranintegrität

verlieren können, war eine Unterscheidung von spätapoptotischen und rein nekrotischen

Zellen nicht möglich.

Nachweis der Apoptose von Keratinozyten unter Einfluß von Fettsäuren mit
Annexin-V-FLUOS

Unbehandelte HaCaT-Keratinozyten zeigen ein niedriges Signal von Annexin-V-FLUOS

und PI (Abb. 31), ein Zeichen für das Vorliegen überwiegend vitaler Zellen mit geringen

Apoptoseanteil. Demgegenüber ist unter Einwirkung von 30 µM Linolsäure eine

Apoptoseinduktion nachweisbar bei unveränderter Vitalität der Zellpopulation (Abb. 32).

Die Einwirkzeit der Linolsäure betrug 24 Stunden.
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Abb. 31  Nachweis apoptotischer HaCaT-Zellen mit Annexin-V-FLUOS in

fettsäurefreier HBSS-Lösung mit 0,2 % Ethanol
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Abb. 32  Änderung des Anteils apoptotischer HaCaT-Zellen mit Annexin-V-FLUOS

in HBSS-Lösung mit 30 µM Linolsäure
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Apoptoseinduktion in Abhängigkeit von der Fettsäure-Konzentration

Weiterführende Untersuchungen belegen, daß der Grad der Apoptoseauslösung von der

Fettsäurekonzentration abhängig ist. So ist mit Konzentrationen von 50 µM bis 75 µM

10-Methyl-Palmitinsäure verstärkt die Apoptose auslösbar, wobei der Anteil der vitalen

Zellen fast proportional zum Anstieg der apoptotischen Zellen abnimmt. Die Anzahl der

nekrotischen bzw. spätapoptotischen Zellen veränderte sich dagegen mit steigender

Fettsäurekonzentration nicht (Abb. 33). Die Ölsäure (Abb. 34) zeigte schon bei einer

Konzentration von 45 µM bis 50 µM einen drastischen Anstieg des Anteils apoptotischer

Zellen, wobei gleichzeitig der Anteil der spätapoptotisch-nekrotischen Zellen nahezu

unverändert blieb.
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Abb. 33  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-

Zellen nach 24 h als Funktion der 10-Methyl-Palmitinsäure-Konz.; n=4
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Abb. 34  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-

Zellen nach 24 h als Funktion der Ölsäure-Konz.; n=4

Im Gegensatz zu den Befunden mit Ölsäure ist beim Einsatz von Linolsäure ein

kontinuierlicher Anstieg apoptotischer Zellen mit zunehmender Linolsäure-Konzentration zu

beobachten (Abb. 35). Beim Einsatz von γ-Linolensäure beginnt die starke Zunahme

apoptotischer Zellen im Konzentrationsübergang von 20 µM bis 25 µM mit deutlicher

Abnahme des vitalen Zellanteils (Abb. 36). Der Anteil der spätapoptotisch-nekrotischen

Zellen war auch unter diesen Bedingungen unverändert.
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Abb. 35  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-

Zellen nach 24 h als Funktion der Linolsäure-Konz.; n=4
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Abb. 36  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-

Zellen nach 24 h als Funktion der γ-Linolensäure-Konz.; n=4
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Vergleichbar mit den Befunden der vorgenannten Fettsäuren läßt sich auch mit

zunehmender Arachidonsäure-Konzentration ein steiler Anstieg apoptotischer Zellen

nachweisen, allerdings schon bei Konzentrationen von 35 µM bis 40 µM Arachidonsäure

(Abb. 37).
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Abb. 37  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-

Zellen nach 24 h als Funktion der Arachidonsäure-Konz.; n=4

Am Beispiel der Reaktion auf Ölsäure kann ein Vergleich der Apoptoseinduktion zwischen

nativer Keratinozyten und HaCaT-Keratinozyten vorgenommen werden (vgl. Abb. 34 und

Abb. 38). Grundsätzlich verhalten sich beide Zellsysteme gleich. Allerdings ist der Anstieg

apoptotischer Zellen bei nativen Keratinozyten bereits bei geringen Ölsäure-

Konzentrationen nachweisbar und erreicht mit 45 µM eine maximale Reaktion.

Interessanterweise erfolgt bei nativen Keratinozyten im Gegensatz zu HaCaT-Zellen mit

dem Anstieg apoptotischer Zellen auch eine Zunahme spätapoptotischer und nekrotischer

Zellen.
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Abb. 38  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer nativer

Keratinozyten nach 24 h als Funktion der Ölsäure-Konz.; n=4

Zeitlicher Ablauf der Apoptose nach Induktion mit freier Fettsäure

Die folgenden Befunde beziehen sich auf Untersuchungen mit 2-stündiger Fettsäure-

inkubation und Messung der Apoptose direkt nach dieser Einwirkungszeit oder bei

erfolgtem Mediumwechsel nach 24 Stunden. Dabei ergab sich, daß bereits nach 2 Stunden

Inkubation von HaCaT-Keratinozyten mit γ-Linolensäure Apoptose nachgewiesen werden

konnte (Abb. 39), wobei vergleichbare Befunde wie bei 24-stündiger Fettsäure-Einwirkung

erhoben werden konnten (Abb. 36). Ein kontinuierlicher Anstieg apoptotischer Zellen ist in

dem Bereich von 10 µM bis 40 µM γ-Linolensäure zu beobachten. Der Anteil

spätapoptotisch-nekrotischer Zellen nahm im gleichen Ausmaß bis zu einer Konzentration

von 30 µM γ-Linolensäure zu.

Wurde nach 2-stündiger Inkubation die Zellkultur mit fettsäurefreiem Medium bis zu 24

Stunden fortgesetzt und dann der Anteil apoptotischer Keratinozyten bestimmt, konnte

bereits mit 15 µM γ-Linolensäure ein Anstieg der apoptotischen Keratinozyten

nachgewiesen werden (Abb. 40). Die Rate der spätapoptotisch-nekrotischen Zellen war in

etwa gleichbleibend konstant.
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Abb. 39  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-

Zellen nach 2 h als Funktion der γ-Linolensäure-Konz.; n=6
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Abb. 40  Induktion der Apoptose

Änderung des Verhältnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-

Zellen nach 24 h als Funktion der γ-Linolensäure-Konz.; n=6 (Fettsäure-

Einwirkzeit 2 h)
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Diskussion

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen der Einwirkung von freien Fettsäuren auf

HaCaT-Zellen gefolgert werden, daß freie Fettsäuren in der Lage sind, Apoptose zu

induzieren. Mit steigender Fettsäurekonzentration stieg auch der Anteil apoptotischer

Zellen, die deutlich durch ein erhöhtes Annexin-V-FLUOS Signal, aber niedriges PI-Signal,

nachzuweisen waren (Abb. 31 bis Abb. 38). Mit steigender Kettenlänge und Zunahme der

Doppelbindungen wurde eine Apoptoseinduzierung bei niedrigeren Fettsäure-

konzentrationen erreicht. Die Analyse der Ergebnisse lieferte keinen Hinweis auf die

Regulation der Apoptoseinduzierung. Denkbar wäre, daß als einziger Vertreter der

gesättigten Fettsäuren, die 10-Methyl-Palmitinsäure über den Sphingomyelin-Zyklus die

Apoptose induziert. Der Sphingomyelin-Zyklus beinhaltet den ständigen Auf- und Abbau

des Sphingomyelins über Ceramide durch das Enzym Sphingomyelinase. Wird die

Sphingomyelinase getriggert durch exogene Agonisten, kommt es zu einem Überfluß an

Ceramiden, die ihrerseits zur Induktion der Apoptose führen können (Geilen et al., 1997

und Paumen et al., 1997). Die ungesättigten Fettsäuren werden mit hoher

Wahrscheinlichkeit über den Weg der Lipidperoxidation den programmierten Zelltod

auslösen (Chen et al., 1997, Czech et al., 1997).

Eine Induzierung der Apoptose wurde auch schon bei einer kurzen Einwirkzeit (2 h) von

γ-Linolensäure beobachtet (Abb. 39). Wurde die freie Fettsäure durch Mediumwechsel nach

2 Stunden entfernt, erfolgte dennoch keine Reorganisation der Zellen in den originären

Zustand. Der eingeleitete Apoptoseprozeß ist demzufolge auch nach dieser verkürzten

Fettsäure-Inkubationszeit irreversibel (Abb. 40).

Native Keratinozyten, die dem in vivo System menschlicher Epidermis mehr entsprechen als

HaCaT-Keratinozyten, zeigten erwartungsgemäß ebenfalls Apoptose (Abb. 38). Allerdings

war der spätapoptotische bzw. nekrotische Anteil von vonherein höher als die apoptotischen

Zellen, bzw. beide Anteile stiegen parallel an. Die nativen Keratinozyten reagieren viel

sensitiver auf die Ölsäure als die HaCaT-Zellen, welches sich in einer viel deutlicheren

Abnahme der lebenden Zellen ausdrückt.

Apoptosenachweis mit dem TUNEL-Test

Die Messung der Apoptose durch Translokation von Phosphatidylserin ist eine Methode,

die allein auf Membranveränderungen beruht. Im weiteren Ablauf der Apoptose treten auf

molekularer Ebene DNA-Fragmente auf, die auf die Wirksamkeit von Endonucleasen (oft

Ca2+-, Mg2+- abhängig) zurückzuführen sind (Paus et al., 1995, Darzynkiewicz et al., 1997).
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Der Grad und das Ausmaß der DNA-Fragmentierung sind sowohl mit der TUNEL-

Methode als auch mit dem Cell Death Detection ELISA nachweisbar.

Der TUNEL-Test beruht auf einer Endmarkierung der DNA-Fragmente mittels

fluoreszenzmarkierten dUTP durch die terminale Desoxynucleotidyltransferase. Die

gleichzeitige Anwendung der TUNEL-Methode und des Annexin-V-Testes wird häufig zur

Charakterisierung der Apoptose eingesetzt (u.a. O`Brien et al., 1997, Eijende et al., 1997).

Das typische Zeichen für das Vorliegen apoptotischer Zellen ist eine DNA-Leiter. Der

Nachweis dieser Bruchstücke ist mit der Durchflußzytometrie möglich und kann Hinweise

auf das Vorliegen und dem Anteil apoptotischer Zellen geben. Als Positivkontrolle beim

Nachweis der Apoptose am Durchflußzytometer wurde der Abbau der DNA von HaCaT-

Zellen zu DNA-Fragmenten mittels DNase genutzt. Unter den angewandten Bedingungen

konnte dabei eine deutliche Verschiebung des Fluoreszenzsignals gemessen werden (Abb.

41).
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Abb. 41  Nachweis von DNA-Fragmenten in HaCaT-Zellen nach enzymatischer

Behandlung mit DNase (TUNEL-Technik, Durchflußzytometer)

Bei HaCaT-Zellen, die mit Ölsäure behandelt wurden, konnte eine DNA-Fragmentierung

nachgewiesen werden. Bereits eine Konzentration von 15 µM Ölsäure zeigte eine

beginnende DNA-Fragmentierung (Abb. 42). Mit steigender Konzentration wurde eine

Zunahme der DNA-Fragmentierung erzielt, die bei einer Konzentration von 45 µM Ölsäure

hier ein Maximum erreichte (Abb. 43).
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Abb. 42  Nachweis von DNA-Fragmenten in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger

Einwirkung von 15 µM Ölsäure (TUNEL-Technik, Durchflußzytometer)
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Abb. 43  Nachweis von DNA-Fragmenten in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger

Einwirkung von 45 µM Ölsäure (TUNEL-Technik, Durchflußzytometer)
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Durch den Nachweis einer DNA-Fragmentierung in den Zellen konnte auch mit der

TUNEL-Methode die Apoptose-Induktion in humanen Keratinozyten durch Fettsäuren

bestätigt werden.

Apoptosenachweis über Histon-assoziierte-DNA-Fragmente

Der Cell Death Detection ELISA (Boehringer Mannheim) Test beruht auf dem Nachweis

zytoplasmatischer Histon-assoziierter DNA-Fragmente nach induzierter Apoptose.

Für diesen Test wurden die Fettsäure-Konzentrationen eingesetzt, bei denen mit Annexin-

V-FLUOS eine minimale bzw. maximale Apoptose-Induktion nachgewiesen werden konnte

(Abb. 44). Zunächst ist festzustellen, daß bei jeder Fettsäure-Inkubation eine gegenüber der

Kontrolle erhöhte Apoptoserate nachweisbar war. Darüber hinaus war durch die Steigerung

der Konzentration von 10-Methyl-Palmitin-, Linol- und γ-Linolensäure auch eine signifikant

höhere Apoptoserate meßbar. Das trifft für Ölsäure und Arachidonsäure nicht zu. Bei diesen

Fettsäuren konnte durch erhöhte Konzentrationen das Apoptosesignal nicht weiter

gesteigert werden.
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Abb. 44  Vergleich der Apoptoseraten von HaCaT-Zellen nach 24-stündiger

Einwirkung strukturell unterschiedlicher Fettsäuren (* signifikanter

Unterschied im Vergleich zur niedrigeren Konzentration (p<0,05); n=6)
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Diskussion

Insgesamt ist unter Einfluß von Linol-, γ-Linolen- und Arachidonsäure eine signifikant

höhere apoptoseinduzierende Wirkung nachweisbar. Grundsätzlich lag bei diesen Fettsäuren

die Apoptoserate über 400 % gegenüber denen der Kontrolle. Allgemein zeigen Fettsäuren

mit mehr als einer ungesättigten Bindung stärkere Apoptose als ihre gesättigten Vertreter,

wobei die Ölsäure scheinbar eine Mittelrolle einnimmt. Ein Alternativweg zwischen

Sphingomyelin-Zyklus-auslösender Apoptose (10-Methyl-Palmitinsäure), Ölsäure und

Lipidperoxidation auslösender Apoptose (Linol-, γ-Linolen- und Arachidonsäure) wäre

denkbar. Eine Aussage über den Anteil nekrotischer Zellen ist mit diesem Test nicht

möglich.

Einfluß von freien Fettsäuren auf die Mobilisierung Apoptose-assoziierter Proteine

Ein Protein, das am Apoptosegeschehen entscheidend beteiligt sein kann, ist das

Tumorsuppressorprotein p53 (Stewart, 1994, Kink und Funk, 1997). Allerdings konnte

nicht in allen Formen der Apoptose eine Einbeziehung von p53 nachgewiesen werden. Ist

eine Beteiligung gegeben, dann übt p53 einen signifikanten und dosisabhängigen Effekt auf

die Initiierung der Apoptose aus, aber nur, wenn die induzierenden Agenzien DNA-

Strangbrüche hervorgerufen haben.

Die derzeitige modellhafte Vorstellung zur p53-Funktion in der Apoptose lassen sich

folgendermaßen zusammenfassen:

• p53 wird durch DNA-Schäden sensibilisiert und arretiert den Zellzyklus in der G1- oder

G2-Phase zur DNA-Reparatur.

 
• Ist die Reparatur nicht erfolgreich, dann wird durch p53 die Apoptose zur Vorbeugung

genetischer Defekte im weiteren Generationswechsel der Zellen eingeleitet.

 
• Es wurde bewiesen, daß p53 direkt in die Apoptose durch Herunterregulierung der bcl-2

Expression und Heraufregulierung der bax Expression eingreifen kann.

Ein Modell der Funktion von p53 als ein Mitinitiator der Apoptose ist in Abb. 45

dargestellt.
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Abb. 45  Ein hypothetisches Modell für die Regulation des apoptotisches Zelltodes

Höhepunkt des apoptotischen Zelltodes ist die Phagozytose der sterbenden

Zelle. Die beiden Zelltod-Repressoren BCL-2 und ICE sind Mitglieder einer

großen Genfamilie (BCL-2-Familie, ICE Interleukin Converting Enzym-

Familie) (Calbiochem-Novabiochem p53 ELISA Kit)

Die ubiquitäre Verbreitung des Tumorsuppressorproteins und dessen hohe Frequenz von

Mutationen in humanen Malignomen zeigt, daß p53 wichtige Aufgaben in der

Aufrechterhaltung und Kontrolle des normalen Wachstums hat. Viele Publikationen

behandeln die Verteilung der Mutationen von p53 in unterschiedlichen Tumoren (u.a. Lübbe

et al., 1994, Wang et al., 1995, Lehmann et al., 1996) mit dem Ziel, die Gründe der

Mutationen zu klären bzw. ihre Auswirkungen auf die Zellen zu charakterisieren. In der

Haut erfüllt das Protein p53 wichtige Schutzfunktionen, die einer durch UV-Licht erzeugten

Schädigung entgegenwirken sollten (Oram et al., 1994, Rees, 1995, Urano et al., 1995).

Die p53-Bestimmungen an Keratinozyten wurden bisher hauptsächlich nach UV-

Bestrahlung durchgeführt (Gniadecki et al., 1997).

Es wurde das mutierte p53 nachgewiesen, welches in HaCaT-Zellen auf beiden Allelen

mutiert ist (Boukamp et al., 1995). Die Fettsäure γ-Linolensäure führte mit steigender

Konzentration zu einer Abnahme des meßbaren p53-Signals in den HaCaT-Zellen (Abb. 46)

nach einer Einwirkzeit von 24 Stunden. Die statistische Auswertung ergab ein signifikantes

Ergebnis aller eingesetzten Fettsäurekonzentrationen gegenüber der Kontrolle. Als

Signifikanztest wurde „One Way Anova mit dem Student-Newman-Keuls Test“ und einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 verwendet.
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Abb. 46  p53-Expression in HaCaT-Zellen als Funktion der γ-Linolensäure-

Konzentration; n=4; Kontrolle mit EtOH; * p < 0.05

Naheliegend war die Frage, ob es einen zeitlichen Einfluß der Fettsäure auf die

p53-Expression gibt. Wie aus der Abbildung 47 ersichtlich, kommt es schon nach 3 Stunden

Fettsäureeinfluß zu einer signifikanten konzentrationsabhängigen p53-Abnahme. Die

Ergebnisse nach 6 Stunden bzw. 24 Stunden γ-Linolensäureinkubation lassen keine weiteren

Änderungen in der p53-Expression von HaCaT-Zellen erkennen.
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Abb. 47  p53-Expression in HaCaT-Zellen als Funktion der γ-Linolensäure-

Konzentration und der Zeit; n=3; Kontrolle mit EtOH; * p < 0.05
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Weiterhin wollten wir klären, inwieweit die Fettsäuren einen Einfluß auf die Expression von

mutierten p53 in HaCaT-Zellen haben. Eine Erniedrigung von wt-p53 ist durch eine

Überexpression von WAF1 (p21) denkbar, aber dieses Protein reagiert, soweit bekannt,

nicht mit mt-p53 (Ponten et al., 1995, Vidal et al., 1995). Mutiertes p53 hat außerdem

gegenüber wt-p53 eine viel höhere Halbwertszeit (wt-p53 ca. 30 min und mt-p53 > 3 h) und

ist auch verstärkt im Zytoplasma nachzuweisen und kann auf einen funktionelle Inaktivität

hinweisen (Weinberg, 1991, Saenz-Santamaria et al., 1995). Da die HaCaT-Zellen auf

beiden p53-Allelen mutiert sind, kann nicht mehr von einer normalen regulatorischen

Funktion ausgegangen werden. Proteine, die mt-p53 binden und damit die scheinbare

Expression unterdrücken, sind in der Literatur beschrieben. So konnte Carrier et al. (1996)

zeigen, daß das Protein Gadd45 in der Lymphoblasten-Zellinie (WI-L2-NS) verstärkt

mt-p53 bindet. Burkart (1994) erwähnt die Bindung von mt-p53 an das zelluläre

Hitzeschockprotein und die weitere Möglichkeit, mit MDM2 Komplexe zu bilden. Auch

Meltzer (1994) beschrieb die wichtige Balance zwischen p53 und MDM2 als stabile

Kontrolle für die Zellzyklusprogression und Apoptose. Weiterhin wurde von Avita et al.

(1994) berichtet, daß die Applikation des Flavonoids Quercetin an menschlichen

Brustkrebszellen eine Senkung der mt-p53 Expression hervorruft. Eine Bestätigung einer

dieser hier erwähnten regulativen Möglichkeiten steht noch aus. Ob in den HaCaT-Zellen

das mutierte p53-Protein in das nachgewiesene Apoptosegeschehen involviert ist, kann nach

bisherigen Erkenntnissen noch nicht beantwortet werden. Auf Grund der

Expressionsänderung von mt-p53 durch unterschiedliche Fettsäurekonzentrationen könnte

von einer Blockierung der de novo Synthese von mt-p53 ausgegangen bzw. die selektive

Bindung an eventuell Zellzyklus-assoziierten Proteinen (z.B.: Gadd45, MDM2 und

Hitzeschockprotein) diskutiert werden. Weinberg et al. (1995) beschrieb auch eine mögliche

Erniedrigung der p53-Expression durch eine eingeleitete Differenzierung von

Keratinozyten. Allerdings konnte bei unseren Untersuchungen an HaCaT-Zellen unter

Fettsäureeinwirkung keine Änderung der Differenzierungsmarker Involucrin und Filaggrin

nachgewiesen werden.

Exprimierung der Proteine bcl-2 und bax in Abhängigkeit zur Fettsäure-konzentration

Das bcl-2 Protein ist in den Membranen des Kerns, des endoplasmatischen Reticulums und

der Mitochondrien lokalisiert. Eine gesteigerte Expressionsrate bzw. erhöhte Proteinmengen

von bcl-2 konnten in zahlreichen Tumoren hämatopoetischer Systeme sowie verschiedener

Gewebe wie Lunge, Prostata und Darm nachgewiesen werden (Reed, 1995). Das bcl-2

supprimiert die Induktion des apoptotischen Zelltodes, der durch unterschiedliche Signale

und Effektoren ausgelöst wird (z.B. Chemotherapeutika, γ- und UV-Bestrahlung,

Hitzeschock, p53, c-myc, TNF, Ca2+, Verlust essentieller Faktoren). Die Deregulierung von
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bcl-2 ist also maßgeblich an der Tumorentstehung beteiligt (Collins und White, 1995,

Chiarugi und Ruggiero, 1996). Das bcl-2 Protein (26 kd) enthält hoch konservierte

Domänen, die mit anderen Proteinen heterodimerisieren können und dadurch auch zur

Apoptoseinhibierung führt.

Ein Anstieg des bcl-2 Proteins könnte man als Schutzreaktion der HaCaT-Zellen gegenüber

der Apoptoseinduktion durch freie Fettsäuren ansehen. Nach Auswertung der

durchflußzytometrischen Daten konnte keine Beeinflussung von γ-Linolensäure auf die

Expression von bcl-2 nachgewiesen werden (Abb. 48). Bei der Auswertung konnte nur bei

der Konzentration von 15 µM γ-Linolensäure ein signifikanter Unterschied gesichert

werden. Als Signifikanztest wurde „One Way Anova on Ranks mit dem Dunn’s-Test“ und

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 verwendet.
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Abb. 48  bcl-2-Expression in HaCaT-Zellen als Funktion der γ-Linolensäure-

Konzentration; n=6; Kontrolle mit EtOH; * p < 0.05

Als Antagonist zu bcl-2 wurde die Expression des bax-Proteins untersucht. Eine Erhöhung

von bax sollte das Apoptoseverhalten maßgeblich mitbestimmen. Die Ergebnisse zum

Einfluß von γ-Linolensäure auf die Expression von bax zeigten gegenüber der Kontrolle

keine Änderungen (Abb. 49). Es konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden

werden. Als Signifikanztest wurde „One Way Anova on Ranks mit dem Kruskal-Wallis-

Test“ verwendet und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05.
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Abb. 49  bax-Expression in HaCaT-Zellen als Funktion der γ-Linolensäure-

Konzentration; n=4; Kontrolle mit EtOH

Diskussion

Das bax Protein selbst fördert die Apoptose und unterdrückt die Tumorprogression. Es

kann mit bcl-2 Heterodimere bilden und somit Wirkungen von bcl-2 unterdrücken (Stewart,

1994, Rudin und Thompson, 1997). Die Balance dieser Proteine unter normalen

Bedingungen kann sowohl in Richtung einer gesteigerten Proliferation als auch einer

Apoptoseinduktion verschoben werden.

bcl-2/bcl-2                    bcl-2/bax                    bax/bax

Proliferation               Normalzustand               Apoptose

Sermadiras et al. (1997) untersuchte die Expression von bcl-2 und bax in kultivierten

nativen menschlichen Keratinozyten und Melanozyten auf ihre Beziehung zur

Differenzierung und Melanogenese. Die Expression von bcl-2 ist in Keratinozyten höher als

in Melanozyten, aber ein Fortschreiten der Differenzierung führte zu einer Abnahme von

bcl-2 in den Keratinozyten. Eine Veränderung der Expression des bax Proteins konnte nicht

festgestellt werden. Mit Cisplatin behandelte Hodenkrebszellen (Linie NT2) zeigten einen

frühen Anstieg der bax Expression nach 24 Stunden, nachdem erste Apoptosesignale

beobachtet wurden (Boersma et al., 1997).

Nach den Untersuchungen führt die γ-Linolensäure bei HaCaT-Keratinozyten nicht zu einer

nachweisbaren Expressionsänderung der Apoptose-assoziierten Proteine bcl-2 und bax.

Der scheinbare Anstieg von bcl-2 (Abb. 48) bei höherer Fettsäurekonzentration ist

signifikant gegenüber der Kontrolle. Selbst wenn dieser Anstieg eine tatsächliche

Expressionserhöhung von bcl-2 widerspiegeln sollte, so ist der Apoptosemechanismus zu

weit fortgeschritten. Das bax-Protein blieb über die gesamte Fettsäurekonzentration
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unverändert. Entweder die eingeleitete Apoptose ist bax-Protein unabhängig oder eine

Änderung konnte mit den eingesetzten Mitteln nicht nachgewiesen werden.

Western-Blotting von p53- und MDM2-Protein

Neben der Durchflußzytometrie zur Bestimmung bestimmter zellulärer Proteine ist das

Verfahren des Western-Blotting eine klassische Protein-Trennmethode. Durchfluß-

zytometrisch konnte das mt p53-Protein bestimmt und eine Abhängigkeit des p53-Signals

hinsichtlich der eingesetzten Fettsäurekonzentration gefunden werden. Außerdem wurde

darauf hingewiesen, daß eine mögliche Herunterregulierung von mutiertem p53 ursächlich

in einer Überexpression von MDM2-Protein in HaCaT-Zellen begründet sein könnte. In

Abbildung 50 ist der Nachweis von p53 mittels Western-Blotting dargestellt.

Gel I Gel II

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Spur:

1 Kontrolle (0,2% Ethanol)
2 15 µM γ-Linolensäure
3 20 µM γ-Linolensäure
4 25 µM γ-Linolensäure
5 Puffer

Spur:

1 Puffer
2 Kontrolle (0,2% Ethanol)
3 15 µM γ-Linolensäure
4 20 µM γ-Linolensäure
5 25 µM γ-Linolensäure

Abb. 50  Gelchromatografischer Nachweis der p53-Expression in HaCaT-Zellen nach

Einwirkung von γ-Linolensäure (Western-Blotting)

Gel I zeigt die deutliche Abnahme der Bandenstärke des p53-Signals mit steigender

Fettsäurekonzentration. Im Gel II mit verlängerter Laufzeit konnte die Konzentrations-

abhängigkeit des p53-Signals bestätigt werden. Aus der optischen Dichte der Gelbanden ist

ein wahrscheinlicher linearer Zusammenhang zwischen der γ-Linolensäurekonzentration und

der Abnahme des p53-Signals abzuleiten (Abb. 51).
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Abb. 51  Optische Dichte des gelchromatografischen Nachweises der p53-Expression

Gel III

1 2 3 4 5 6

Spur:

1 Puffer
2 Kontrolle (0,2% Ethanol)
3 15 µM γ-Linolensäure
4 20 µM γ-Linolensäure
5 25 µM γ-Linolensäure
6 Puffer

Abb. 52  Gelchromatografischer Nachweis der MDM2-Expression in HaCaT-Zellen

nach Einwirkung von γ-Linolensäure (Western-Blotting)
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Außerdem wurde ein gelchromatografischer Nachweis der MDM2-Expression geführt

(Abb. 52). Der Pfeil in Abbildung 52 markiert die Stelle der möglichen MDM2-Bande im

Gel III. Auf Grund der Zunahme der MDM2-Bande mit steigender Fettsäurekonzentration

könnte von einer Expressionserhöhung ausgegangen werden. Als theoretisches Ergebnis

kann angenommen werden, daß das mt-p53-Protein vom MDM2-Protein gebunden wird.

Die Abnahme der p53-Konzentration kann einerseits durch steigende γ-Linolensäure-

konzentrationen hervorgerufen sein; andererseits ist es denkbar, daß eine Erhöhung der

MDM2-Expression die Bindung des p53 bewirkt und die Abnahme der p53-Konzentration

zur Folge hat. Die Abnahme der scheinbaren p53-Expression durch steigende

γ-Linolensäure-Konzentration ist mit einer Expressionserhöhung von MDM2 verbunden.

Bestätigende Versuche müssen noch geführt werden.

Die Expressionsänderung von mt-p53 unter Einfluß von γ-Linolensäure konnte mit der

Western-Blot-Technik bestätigt werden. Da grundsätzlich immer gleiche

Proteinkonzentrationen verwendet wurden, wurde auf einen intrazellulären konstanten

Marker, wie z.B. Actin, verzichtet. Auf Grund der besonderen Eigenschaften von

Keratinozyten in bezug auf eine mögliche Induzierung der Differenzierung durch freie

Fettsäuren kann eine Änderung von Actin als Marker nicht ausgeschlossen werden. Actin ist

mit hoher Wahrscheinlichkeit im Differenzierungsprozeß von Keratinozyten (Änderung des

Zytoskelettes) beteiligt und unterliegt somit starken strukturellen Wandlungen in der Zelle.

So wurde zum Beispiel eine Reorganisation von Actin bei HaCaT-Zellen unter Einfluß von

Bradykinin von Coutant et al. (1997) beschrieben.

Da der Nachweis einer eventuellen verstärkten Expression von MDM2-Protein nicht

gesichert erscheint, ist die diskutierte MDM2-Beteiligung bei der gefundenen

mt-p53-Expressionsänderung noch nicht ausreichend geklärt.
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DISKUSSION

Insgesamt gesehen lassen sich aus den vorliegenden Befunden zum Einfluß freier Fettsäuren

auf in vitro kultivierte Keratinozyten eine Reihe von Mechanismen ableiten. Wir haben

versucht, eine Übersicht zu den möglichen biochemischen Abläufen zusammenzufassen,

wobei neben experimentell gesicherten Kenntnissen auch mehr oder weniger hypothetische

Ableitungen aufgenommen sind (Abb. 53).

Fettsäuren

Änderung der Membranfluidität

Mitochondrium
Peroxi-

som
Ψm

Zellkern

Endonucleasen

AIF?

ER

?

Ca2+

Trans-
lokasen PS

Diffusion
proteinabhängiger
Transport

bcl-2

bax

Sphingomyelin-Zyklus
Lipidperoxidation

AIF -Apoptose-induzierender
        Faktor
ER -endoplasm. Reticulum
PS -Phosphatidylserin
      -mitochondriales MembranpotentialΨm
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Abb. 53  Schema über mögliche biochemische Reaktionen ausgelöst durch freie

Fettsäuren in humanen Keratinozyten (HaCaT)

Zunächst ist festzustellen, daß durch freie Fettsäuren in der Kultur von HaCaT-Zellen weder

wachstumsstimulatorische noch zelladhäsionsfördernde Eigenschaften initiiert werden. Freie

Fettsäuren induzieren konzentrationsabhängig die Apoptose und in höheren

Konzentrationen auch die Nekrose von Keratinozyten.

Vorstellbar ist als erste Reaktion der Zelle auf die freie Fettsäure eine Änderung der

Membranfluidität und intrazellulär die Mobilisierung fettsäureabbauender Prozesse in den
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Mitochondrien bzw. Peroxisomen (ß-Oxidation). Die vermehrte Bildung von Peroxisomen

nach Behandlung von Keratinozyten mit Fettsäure läßt auf einen rasch ablaufenden

regulatorischen Prozeß schließen. Eine Stimulierung des PPARα-Rezeptors könnte die

Ausbildung von Peroxisomen verursachen. Die Peroxisomen übernehmen dabei neben den

Mitochondrien die β-Oxidation der Fettsäuren. Ziel dieser Vorgänge ist, das Überangebot

der Fettsäuren auf schnellstmöglichen Weg auf einen intrazellulären Normalzustand zu

bringen. Wenn der ß-oxidative Abbauprozeß für eine Schadensregulierung nicht ausreicht,

leiten die Schutzmechanismen der Zelle die Apoptose ein. Es ist denkbar, daß die

Freisetzung von Ca2+-Ionen und die Änderung des mitochodrialen Membranpotentials im

gleichen Maße erfolgt. Dabei ist es in diesem Zusammenhang wichtig, ob die

Calciumfreisetzung aus dem endoplasmatischem Reticulum oder den Mitochondrien erfolgt,

wobei das endoplasmatische Reticulum der zum Teil rapiden Freisetzung von

intrazellulärem Calcium am ehesten wahrscheinlicher gerecht wird.

Calcium wird durch Streßfaktoren aus dem endoplasmatischem Reticulum freigesetzt und

führt zu einem über der Norm liegenden Calciumwert. Ca2+/Na+-Pumpen befördern das

zytosolische Calcium in das Mitochondrium, um die zytosolisch hohe Ca2+-Konzentration

zu senken. Hierbei kommt es zu einer mitochondrialen Porenöffnung, in deren Zuge das

mitochondriale Membranpotential zusammenbricht (Selbstüberregulierung). In diesem

Aufschaukelungsprozeß ist eine zeitweise Potentialerhöhung bis zur endgültigen

Porenöffnung der Mitochondrien gegeben (Petronilli et al., 1993; Bernardi, 1996).

Da die Fettsäuren in der Kultur von HaCaT-Zellen keine meßbaren Expressionsänderungen

von Involucrin und Filaggrin hervorgerufen haben, ist davon auszugehen, daß der

ablaufende Differenzierungsprozeß der Keratinisierung des Keratinozyten nicht direkt

beeinflußt wird.

Der gefundene Calciumanstieg könnte über die Stimulierung von Translokasen die

Translokation von Phosphatidylserin bewirken. Dies ist einer der ersten zur Zeit bekannten

Apoptoseschritte (Bevers et al., 1996). Weiterhin könnte die Erhöhung der intrazellulären

Ca2+-Konzentration unspezifische Endonucleasen aktivieren, die die DNA fragmentieren.

Eine DNA-Fragmentierung konnte mit zwei unterschiedlichen Meßmethoden nachgewiesen

werden.

Möglich wäre auch eine Freisetzung von sogenannten Apoptose-induzierenden Faktoren

aus dem Mitochondrium als Antwort auf die mitochondriale Membranpotentialänderung

und dem späteren Zusammenbruch dieses Potentials als Einleitung zur Apoptose (Petit et

al., 1996; Susin et al., 1997). Die Apoptoserate in den Keratinozyten war einerseits

abhängig von der eingesetzten Fettsäurekonzentration und andererseits von der Anzahl der

Doppelbindungen im Fettsäuremolekül. Mit steigender Fettsäurekonzentration konnte eine

Steigerung der Apoptoserate nachgewiesen werden. Allgemein zeigten die Fettsäuren mit

mehr als einer ungesättigten Bindung eine höhere Apoptose als ihre gesättigten Vertreter,

wobei die Ölsäure scheinbar eine Mittelrolle einnimmt.
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In Abhängigkeit von der Struktur der Seitenkette sind zwei alternative Wege der

Apoptoseinduzierung möglich. Geradkettige ungesättigte Fettsäuren induzieren die

Apoptose durch die Lipidperoxidation. Dagegen bewirken verzweigtkettige und gesättigte

Fettsäuren (10-Methylpalmtinsäure) die Apoptose über den Sphingomyelin-Zyklus, weil

eine Lipidperoxidation dabei auszuschließen ist.

Da gleichzeitig keine signifikanten Änderungen in der Expression von Apoptose-

assoziierten Proteinen wie bcl-2 und bax nachzuweisen sind, kann man davon ausgehen, daß

diese Proteine bei den untersuchten Apoptosevorgängen nicht primär beteiligt sind. Durch

die Methode des Western-Blotting ließ sich eine Expressionserhöhung von dem Protein

MDM2 nachweisen und die Abnahme des mt-p53-Signals bestätigen. MDM2 besitzt die

Möglichkeit, mt-p53 zu binden. Damit könnte die gefundene Signalverringerung von mt-

p53 erklärt werden.

Ob die mögliche Erniedrigung der p53-Expression während der ablaufenden Differenzierung

von Keratinozyten (Weinberg et al., 1995) von Bedeutung ist, kann nicht ausgeschlossen

werden, obwohl durch Fettsäuren keine Veränderung der Involucrin- und

Filaggrinexpression nachgewiesen wurde.
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ZUSAMMENFASSUNG

An HaCaT- und nativen Keratinozyten konnte unter in vitro Bedingungen der Einfluß freier

Fettsäuren auf den Ablauf und die Regulation verschiedener Prozesse nachgewiesen

werden. Die Morphologie der Zellen wird nach Kontakt mit freien Fettsäuren entscheidend

verändert. Eine Arretierung in bestimmten Phasen des Zellzyklus unter Fettsäure konnte

nicht nachgewiesen werden, ebenso auch keine Erhöhung der Expression des Zellzyklus-

assoziierten Antigens PCNA. Dagegen führte Linolensäure zu deutlichen ultrastrukturellen

Veränderungen in der intrazellulären Organellenstruktur, die wahrscheinlich durch eine

verstärkte Ausbildung von Peroxisomen gekennzeichnet war.

Hinsichtlich der Einwirkung freier Fettsäuren auf den Differenzierungsablauf humaner

Keratinozyten wurden Untersuchungen zur Expressionsänderung von Involucrin und

Filaggrin geführt. Ein möglicher Nachweis einer Expressionserhöhung von Involucrin bzw.

Filaggrin unter dem Einfluß freier Fettsäuren konnte nicht erbracht werden.

Für einen quantitativen Nachweis der Ca2+-Ionen ist die Ermittlung der minimalen und

maximalen Fluoreszenzintensität (Fmin, Fmax) und die Fluoreszenzintensitäten der einzelnen

Ca2+-Konzentationen (F) notwendig. Mit dem Ionophor A23187 und dem Calcium-

Calibration Kit ist die Bestimmung von F, Fmin und Fmax möglich sowie die daraus

resultierende mathematische Herleitung der für dieses System gegebenen

Dissoziationskonstanten Kd. Mit diesen Parametern kann eine Eichkurve für Ca2+-Ionen

erstellt werden.

Konzentrationen von 500, 5000 µM Linolsäure führten in HaCaT-Zellen zu einem rapiden

intrazellulären Calciumanstieg über wenige Minuten. Linolsäure der Konzentrationen

10, 100 µM zeigte einen stetigen Anstieg des Calciumgehalts, gemessen am

Durchflußzytometer. Hierbei scheint, daß bei Anwesenheit von extrazellulärem Calcium der

Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration auf einem höheren Niveau stattfindet.

Versuche mit Arachidonsäure (10 µM und 100 µM) am Fluoreszenzreader führten zu den

gleichen Aussagen, die mit der Linolsäure am Durchflußzytometer ermittelt wurden.

Wesentliche Unterschiede in der Änderung der [Ca2+]i in Abhängigkeit von der Kettenlänge

und -struktur der eingesetzten Fettsäuren konnten nicht nachgewiesen werden.

Fettsäuren führen zu einer konzentrationsabhängigen Änderung des mitochondrialen

Membranpotentials. Sie induzierten eine Erhöhung des MMP über einen Zeitraum von bis

zu 2 Stunden.

Die Fettsäuren, 10-Methyl-Palmitin-, Öl-, Linol-, γ-Linolen- und Arachidonsäure, sind in

der Lage, die Apoptose in Keratinozyten auszulösen. Mit Hilfe des Annexin-V-FLUOS Kits

war die Translokation von Phosphatidylserin, als frühe Phase der Apoptose, nachweisbar.

Die Apoptoseinduzierung war abhängig von der Fettsäurekonzentration und von der Anzahl

ungesättigter Bindungen in den Fettsäuren. Die eingeleitete Apoptose war nicht reversibel

bzw. konnte nicht mit Mediumwechsel (ohne Fettsäure) aufgehalten werden.
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Die Bildung von DNA-Fragmenten als Nachweis von Endonuclease-Aktivitäten während

der Apoptose konnte mit TUNEL-Technik und Cell Death Detection ELISA geführt

werden.

Das Tumorsuppressorprotein p53 liegt in der HaCaT-Zellinie als mutiertes p53 vor. Es ist

auf beiden Allelen mutiert. Wurden Keratinozyten mit γ-Linolensäure behandelt, konnte eine

konzentrationsabhängige Herunterregulierung des mt-p53-Signals nachgewiesen werden.

Eine Zeitabhängigkeit war dabei nicht zu beobachten. Die Abnahme der mt-p53-

Konzentration mit steigender γ-Linolensäurekonzentration in HaCaT-Keratinozyten konnte

mittels Western-Blotting bestätigt werden. Eine deutlich verstärkte Expression von MDM2-

Protein war nicht nachzuweisen. Die Ursache der mt-p53-Expressionabnahme durch

Fettsäure in HaCaT-Zellen konnte nicht geklärt werden.

Die Einwirkung von γ-Linolensäure unterschiedlicher Konzentrationen auf HaCaT-Zellen

führte zu keiner nachweisbaren Änderung der Expression der Apoptose-assoziierten

Proteine bcl-2 und bax.
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