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EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Die Haut ist eines der grof3ten und komplexesten Organe des menschlichen Korpers. Sie
larkt sich proximal nach distal in Subcutis (Unterhaut), Dermis (Lederhaut) und Epidermis
(Oberhaut) untergliedern und fungiert als Grenzorgan zwischen Organismus und Umwelt,
iIst Schutz gegen exogene mechanische, physikalische und mikrobielle Einflisse und
ubernimmt immunologische und kommunikative Aufgaben (Abb. 1).

Die Subcutis, bestehend aus einem lockerem Bindegewebe mit eingelagerten Fettzellen,
dient hauptséchlich als Energiespeicher und Kalteschutz. Die Funktion der Dermis ist durch
ihre fibrillare Proteinstruktur (Kollagene, Elastin), wie mechanische Stabilitdt und
Reil3festigkeit, gegeben. Sie ist Trager versorgender Gefalle und Nerven sowie auch
Bildungsort von Plasmazellen (immunkompetente Zellen) und Mastzellen (Speicher fur
biologisch aktive Substanzen). Bei der Epidermis, der auch die Hautanhangsgebilde (Haare,
Né&gel, Drusen) 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 teilungsfahigen, 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

Epidermis

Lymphgefafrd
Kapillare
Talgdrise
Haarfollikel Dermis

SchweilRdriise

Fettgewebe Subcutis

Abb. 1 Aufbau der Haut
(schematische Darstellung; modifiziert nach Pfeiffer et al., 1988)



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 gefahrliche Ultraviolettstrahlung auf.

HaCaT-Keratinozyten sind ein haufig angewandtes Modell zum Studium des epidermalen
Lipidmetabolismus. Nachweislich sind diese Zellen unter in vitro Bedingungen zur Synthese
aller in der Epidermis enthaltenen Lipide befahigt. Ist die Keratinozytendifferenzierung in
der Kultur bis zum Aufbau fast aller epidermalen Schichten erweitert, dann ist die
Lipidklasse indikativ fur einen kompletten Hautaufbau. Die Keratinozyten synthetisieren in
vivo Lipide, die in lamellaren granularen Korpern verpackt werden und die wéhrend der
Enddifferenzierung beim Ubergang 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 vielfaltigen Regulationsprozessen unterworfen. Die als
Endprodukt dieses Entwicklungsprozesses der Differenzierung gebildete Hornschicht erfullt
die Aufgabe einer Permeabilitdtsbarriere zum Schutz gegen verschiedene Umweltnoxen.
Andererseits steuert sie als duf3erste Barriere zur Umwelt die Abgabe von korpereigenen
Substanzen, vornehmlich den transepidermalen Wasserverlust (TEWL). Fehlregulationen
dieses Differenzierungsprozesses, die mit einer Storung der Permeabilitatsbarriere durch
Verlust an Lipiden und freien Fettsauren einhergehen, kdnnen oft ursachlich mit der
Pathogenese sehr unterschiedlicher Dermatosen verbunden sein (z.B. Neurodermitis) oder
treten erst sekundar im Ablauf von Erkrankungen in Erscheinung (z.B. Psoriasis vulgaris).
Freie Fettsauren haben in der Epidermis eine grol3e Bedeutung fur den Aufbau einer
funktionierenden Barrierefunktion. So existiert ein regelrechter Lipidgradient im Stratum
corneum, der durch unterschiedliche Anteile von freien Fettsduren in Abhangigkeit von ihrer
Molekulstruktur charakterisiert ist (Bonte et al., 1997). Elias (1996) beschreibt in diesem
Zusammenhang die Architektur, die metabolische Aktivitat und die Interaktivitat des
Stratum corneums mit den darunterliegenden Zellschichten, mit Hauptaugenmerk auf die
epidermale Lipidsynthese. Ein Mangel an freien Fettsauren in der Epidermis bedingt eine
verringerte Barrierefunktion mit einem steigenden transepidermalen Wasserverlust (TEWL).
Sie ist begleitet von einem trockenen und schuppigen Phanotyp der Haut und haufiger
epidermaler Hyperproliferation. Als kurative bzw. palliative Therapie einer solchen
funktionell gestorten Haut steht an erster Stelle die Wiederherstellung der Barrierefunktion
durch externe Gabe von freien Fettsduren in Form von galenisch angepaldten
Formulierungen (Buslau und Thaci, 1996).

Die freien Fettsduren sind aber auch in pharmakologischer Hinsicht als sogenannte
Penetrationsenhancer in der topischen Therapie von Interesse. Sie kdnnen den Transport
koapplizierter Arzneistoffe in und durch die Haut beeinflussen und sind somit geeignet, die
topische Therapie ausgewahlter Arzneistoffe zu modulieren. Hierbei spielt das Ausmal} ihrer
Wechselwirkungen mit den SC-Lipiden, Vehikelbestandteilen und dem Wirkstoff fir dessen



Transport eine wichtige Rolle (Golden et al., 1987; Aungst et al., 1990). Unter den freien
Fettsauren nimmt die Olsaure eine Schliisselrolle als Penetrationsenhancer ein (Niazy,
1991). So bewirkt die Olsaure zum Beispiel eine gesteigerte Penetration von Hydrocortison
in das Stratum corneum (Schneider, 1997).

Unbestritten ist jedoch, dal3 die externe Applikation von freien Fettsauren nach
Eigenpenetration nicht nur zur aktiven Wechselwirkung mit den interkorneozytaren Lipiden
fuhrt (Cooper, 1984), sondern ihre Penetration bis in die Dermis nachgewiesen ist
(Schneider, 1997). Der Nachweis des Mechanismus der Wechselwirkungen von
Keratinozyten und freien Fettsduren ist noch nicht ausreichend geklart. Dal3 die freien
Fettsduren von den Keratinozyten aufgenommen werden, wurde unter anderem von Schurer
et al. (1989) an neonatalen Vorhautkeratinozyten nachgewiesen, sowie die Aufnahme von
Fettsauren an, aus Mammahaut gewonnenen Keratinozyten (Schurer et al, 1994). In
welcher Art und Weise die freien Fettsduren mit den Keratinozyten in Wechselwirkung
stehen, ist von besonderem wissenschattlichen Interesse. Zu klaren sind Fragen des direkten
Einflusses freier Fettsauren auf die Keratinozyten (z.B. Proliferation, Differenzierung) und
durch Fettsauren induzierte Anderungen biochemischer Prozesse (z.B. mitochondriales
Membranpotential, Proteinexpression).

Einige Vertreter der in der menschlichen Haut reichlich vorhandenen freien Fettsduren sind
in Abb. 2 dargestellt, zusatzlich eine methylverzweigte Palmitinsdure (10-Methyl-
hexadecansaure; MP), als Beispiel einer substituierten Fettsdure. Der Anteil der im
Organismus vorkommenden Majorfettsduren ist ungesattigt bzw. gesattigt und nicht
verzweigt. Verzweigte Vertreter, sogenannte Minorfettsauren, wurden im Wollfett des
Schafes bzw. in den Milchlipiden diverser Wirbeltiere gefunden (Breusch und Kapicioglu,
1971; Nuhn et al, 1985), aber auch in menschlichen Hautoberflachenlipiden konnten
endogene gesattigte, z.T. mehrfach methylverzweigte Vertreter nachgewiesen werden
(Nicolaides und Apon, 1977).
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Abb. 2 Majorfettsauren im Stratum corneum (schematische Strukturformeln);
10-Methyl-Palmitinsdure - Minorfettsaure

Fettsauren, die ungesattigt bzw. verzweigt sind, kénnen die Membranfluiditat entscheidend
heraufsetzen. Durch eine verstarkte Fluiditdt ist ein positiver Effekt im Sinne eines
Penetrationsenhancers zu erwarten. Vertreter der gesattigten Fettsduren (z.B. Palmitin- und
Stearinsaure) fuhren in der Lipidbarriere der Haut und in Zellmembranen Keratinozyten zu
einer Verdichtung und Veranderungen des Barrieregefiiges.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, den Einflul3 ungesattigter freier Fettsauren auf
die Proliferation und Differenzierung humaner Keratinozyten besser zu charakterisieren.
Dazu wurden neben Untersuchungen zum Zellzyklus und der Keratinozytendifferenzierung
vor allem Hinweise tUber den Pathomechanismus dieser Vorgange durch Bestimmung des
intrazellularen Calciumgehaltes, der Apoptose sowie der Expression Apoptose-assoziierter
Proteine erfal3t.

Die Kenntnisse dieser Vorgange kdnnten einerseits zum besseren Verstandnis des
Pathomechanismus verschiedener Dermatosen beitragen, andererseits die gezielte Nutzung
dieser Eigenschaften von freien Fettsduren in galenischen Formulierungen zur Therapie
und/oder Prophylaxe eingesetzt werden.



M ATERIAL UND M ETHODEN

Theoretische Grundlagen instrumenteller Analytik

Durchflu3zytometrie
Das DurchflulRzytometer ist ein optisches Mel3system, das Streulicht- und

Fluoreszenzsignale einzelner in einem Flussigkeitsstrom fokussierter Partikel analysiert.
Meist besitzen die Gerate nur eine Mel3stelle zur multiparametrischen Analyse. Es kénnen
Zellen Uber Mehrfarbenfluoreszenzmessungen differenziert werden, wobei die

Moglichkeiten eines Fluoreszenzmikroskopes Ubertroffen werden. Als Lichtquelle dienen

meist Laser bestimmter Wellenlange.

Fluoreszenzreader
Fluoreszenzreader erméglichen die schnelle fluoreszenzspektroskopische Analysierung von

in Mikrotiterplatten kultivierten Zellen. Als Lichtquelle dienen Quarz-Halogenlampen mit
einem breiten Wellenlangenspektrum, welches durch Anregungs- und Emissionsfilter den
Versuchsbedurfnissen angepal3t werden kann. Der Vorteil gegenuber der
DurchfluBzytometrie besteht in der Moglichkeit, adhérent gewachsene Zellen
fluoreszenzspektroskopisch zu untersuchen, als Nachteil ist die nicht bestimmbare
Zellanzahl zu nennen.

Flussigkeitsszintillationszahler
Die Flussigszintillation dient zum quantitativen Nachweis schwacher radioaktiver

Betastrahlung, wie sie von den Isotop¥€, °H und **S 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 anschlie3endem

Blotten der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (oder PVDM-
Membran). Die auf die Membran geblotteten Proteine konnen durch Antikdrper markiert
bzw. bestimmt und je nach eingesetzten Antikdrpern die Proteinbanden mittels Fluoreszenz
oder Radioaktivitat sichtbar gemacht werden.



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 g 0,05 betrug (Weber, 1980).

Bei Stichprobenumfangen von mindestens 10 Einzelwerten wurden die Werte auf
sogenannte Ausreil3er untersucht. Ein Wert darf als Ausreil3er verworfen werden, wenn er
aulRerhalb des Bereichestx4s liegt, wobei Mittelwert (x) und Standardabweichung (s)
ohne den ausreil3erverdachtigen Wert berechnet werden (Sachs, 1992).

Proliferation von humanen Keratinozyten ¢H-Thymidineinbau)

Auf der Grundlage der MeRRergebnisse von mindestens 48 Mel3werten 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 verteilungsunabhangig pruft, wurde ausgewahlt, weil die Mehrzahl der
Daten die Anforderungen parametrischer Tests nach normalverteilten Varianzen nicht
erfullte.

Apoptosenachweis mit Cell Death Detection ELISA

Zur Prufung 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.

Einflul3 von Fettsduren auf Apoptose-assoziierte Proteine

Durch paarweisen Vergleich der Mel3gruppen gegeniber der 100% Kontrolle wurden
signifikante Unterschiede mittels des Student-Newman-Keuls-Testes der p53-Versuche
bestimmt. Auf Grund unterschiedlich grofRer Stichprobenumféange 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).



Chemikalien und Materialien

SubstanzenChemikalien (allgemein)

A23187

Albumin bovine Fraction V
BenchMARKU Protein Ladder
(Standardmarker)
Bromphenolblau

Calciumchlorid geschmolzen granuliert p.a.
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat reinst
Dithioerythritol

ECL-Reagenz

Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA) p.a.
Ethyleneglycol-O,0’-bis(2-aminoethyl)-
N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA) p.a.
Flussigkeitsszintillationscocktail

Glucose wasserfrei (fur biochemische Zwecke)

Glycerol

HEPES-Puffer

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Magnesiumchlorid (MgG)
Milchpulver (MP)

Natriumchlorid (NaCl) reinst p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat (NaHG)O
Ribonuclease A
(82 Kunitz U/mg)

Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden,
BRD
SERVA, Heidelberg, BRD
Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, BRD
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD
Amersham-Buchler GmbH & Co. KG,
Braunschweig, BRD
Fluka-Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka-Chemie AG, Buchs, Schweiz
Ultima Gold Canberra Packard GmbH,
Dreieich, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
SERVA, Heidelberg, BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
VEB Laborchemie Apolda, DDR
VEB Laborchemie Apolda, DDR
handelsiblich
Merck, Darmstadt, BRD
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
SERVA, Heidelberg, BRD

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

California, USA



Tritiumthymidin *H-TdR

Amersham-Buchler GmbH & Co. KG,

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

Radioaktivitat im Versuch 0,5 pCi/ml

Tween 20 pur

Immunologische Substanzen

Antikorper
anti-PCNA

Isotypenkontrolle: ms-IgG2a/FITC

anti-p53-FITC low F/P

Isotypenkontrolle: ms-IgG2b-FITC low F/P

anti-Involucrin

Isotypenkontrolle: ms-lgG1

sek. AK: Fab-Kanin.-anti-ms-FITC

anti-Filaggrin

Isotypenkontrolle: ms-lgG1

sek. AK: Fab-Kanin.-anti-ms-FITC

anti-bax

Isotypenkontrolle: ms-IgG2b

sek. AK: Fab-Kanin.-anti-ms-FITC

SERVA, Heidelberg, BRD

F863 DAKODiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD

X933 DAKDiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD

F7054 DAKDiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD

X0959 DAKDiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD

NCL-INV Novocostra Laboratories
Ltd., Newcastle, United Kingdom
X931 DAK@iagnostika GmbH,
Hamburg, BRD
F313 DAKDiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD

4480-9004 Biotrend Chemikalien
GmbH, Koln, BRD

X931 DAK@iagnostika GmbH,
Hamburg, BRD

F313 DAKDiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD

2041 Coulter-Immunotech Diagnostics,

Hamburg, BRD

1266 Coulter-Immunotech Diagnostics,

Hamburg, BRD
F313 DAKDiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD



anti-bcl-2-FITC F7053 DAKODiagnostika GmbH,
Hamburg, BRD
Isotypenkontrolle: ms-lgG1-FITC X0927 DAKMiagnostika GmbH,

Hamburg, BRD

Fluoreszenzfarbstoffe

FLUO 3/AM Mo Bi Tec (Molecular Biologische
Technologie), Gottingen, BRD

Propidium lodide 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), Gottingen, BRD

Cell Death Detection ELISA Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim, BRD
CycleTEST" PLUS DNA Reagent Kit Becton Dickinson, Heidelberg, BRD

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, BRD

DNA-Farbeltsung
50ug Propidium iodide/ml
5 Kunitz units/ml Ribonuclease A
gelost in PBS
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HEPES buffered salt solution (HBSS)
145 mM NaCl
4 mM KCI
10 mM D-Glucose
2mM MgCh
10 mM HEPES

pH 7.4
Versuche mit extrazellularem Calcium 2 mM GacCl
Versuche ohne extrazellularem Calcium 0,1 mM CaCh
0,4 mM EGTA
In Situ Cell Death Detection Kit Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim, BRD

Lammli-Puffer

1. 0,1M KHPO,
2. 0,1M NaHPO,
2ml(1.)+8ml(2)
59 SDS
10 g Glyzerol

10 g Dithioerythritol
auf 100 ml mit aqua dest. einstellen, pH 7.5

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

0,137 M; 8,009 NaCl
0,20 g KCl
1,44 g NaHPQ, 2H,0
0,20 g KHPO

ad 1000 ml aqua. dest.
pH 7.4 einstellen mit NaHCO

PUCK-EDTA
0,40 g KCI
8,009 NaCl
0,35¢ NaHCQ
1,009 D-Glucose
0,255 g 0,02 % EDTA

ad 1000 ml aqua dest.



Fettsauren
Arachidonsaure
Linolsaure
y-Linolenséure

10-Methyl-Palmitinsaure

Olsaure purum
Losungsmittel-/vermittler

Ethanol 96% reinst

Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO) zur Synthese
Methanol z.A.

Pluronic F-127

Zellmedium/Zusatze
Keratinocyte-SFM

Supplements for Keratinocyte-SFM

Trypsin

Gerate und Hilfsmittel

Analytisches-Parameter-Durchflul3zytometer
[5-Parameter-Zellanalyse-Geréat mit simultaner Messung von Vorwarts-Lichtstreuung und 3
Fluoreszenzen; mit luft-gekihltem Argonlaser (488 nm-Linie); Mel3signalverstarkung linear
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, BRD

Institut fir Pharmazeutische Chemie,
Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg, BRD

Fluka-Chemie AG, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt, BRD
VEB Laborchemie Apolda, DDR
Merck, Darmstadt, BRD
Laborchemie Apolda GmbH, BRD
Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Bad Soden, BRD

Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, BRD
Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, BRD
Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, BRD

(Becton Dickinson)

bzw. logarithmisch; Signalauflésung 1024 Kanale)]
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Software: Systemsoftware PASCAL 3.22
CellFit-Software Version 2.01.2
Lysys Il Vers. 1.1
Chronys"

Mikrotiterplattenreader Fluoroskan Ascent Labsystems, Helsinki, Finnland
Anregung 485 nm; Emission 538 nm

Software: Ascent Research Edition Vers. 1.2.1.

Mikrotiterplattenreader iEMS Reader MF Labsystemssidki, 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
Flussigkeitsszintillationszahler Wallac 1410, Berthold, Berlin, BRD
Zentrifuge Biofuge primo Heraeus-Instruments,

Zweigniederlassung Gera, BRD

Elektrophoresekammer Biometra - biomedizinische Analytik
GmbH, Gottingen, BRD

Miniblotsystem Biometra - biomedizinische Analytik
GmbH, Gottingen, BRD

Stromversorgungsgerat Biometra - biomedizinische Analytik
GmbH, Gottingen, 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 (humadulia low cdcium high &mperatur
keratinocytes) sind spontan immortalisierte, nicht tumorbildende Keratinozyten mit
vollstandig erhaltener Differenzierungskapazitat, die bei niedrigem Calcium-Gehalt im
Medium wachsen. Die Zellen entstammen der Peripherie eines malignen Melanoms von der
oberen Ruckenhaut eines 62 Jahre alten Mannes. Der Karyotyp der Zellen ist aneuploid
(Schurer et al., 1993; Boukamp et al., 1996). Molekularbiologisch ist nachgewiesen, dal3 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 erhéhte Expression
tumorassoziierter Marker aufweist - sie wird als HaCaT-rapid bezeichnet (Derer et al.,
1996).

Die HaCaT-Zellen werden oft als Keratinozytenmodell fir native Keratinozyten
herangezogen. Aus diesem Grund wurden die HaCaT-Keratinozyten umfassend
biochemisch hinsichtlich der Lipidzusammensetzung und -synthese (Schirer 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 Leistungsféahigkeit herrscht weitgehende
Ubereinstimmung.

Native Keratinozyten

Im Gegensatz zu den humanen Keratinozyten HaCaT besitzen die nativen Keratinozyten die
komplette Differenzierungskapazitat. Fur vergleichende Versuclie zuo 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 Dispaselosung zur Trennung der epidermalen Schicht humaner Keratinozyten von der
Dermis. Eine anschlieRende Trypsin-EDTA Behandlung dient der Gewinnung einzelner
Zellen, die nach Inaktivierung von Trypsin in das Komplettmedium tberfihrt werden.
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Methoden

Zellkultivierung und -praparation

Die Keratinozyten wurden in Keratinozyten-SFM (GIBCO BRL), welches mit 0,1-0,2
ng/ml rEGF (Rekombinanter Epidermaler Wachstumsfaktor) und 25 pg/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 @®tmosphare. 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 Kulturgefal3e
uberimpft, 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 anschlieRend zu je 1 Mill. Zellen pro 20 ml Kulturflasche Ubertragen. Hierbei
wurden die Passagen 2 bis 3 verwendet.

Fir die Messungen am Durchflul3zytometer 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 abgel6st und in HBSS-L6sung (HEPES buffered salt solution; 145
mM NaCl; 4 mM KCI; 10 mM Glucose; 2 mM Mg£I110 mM HEPES; pH 7,4) dberfuhrt
(Ramsell, 1996). Die HBSS-L6sung fur die Versuche mit extrazellularem Calcium enthielt
zusatzlich 2 mM Cagl| die fur calciumfreie Versuche, 0,1 mM CaGhd 0,4 mM EGTA.

Fur die Versuche am Fluoreszenzplattenreader wurden die Zellen in Mikrotiterplatten (96-
Wells Greiner 655180) kultiviert, am 6. Tag vom Medium dekantiert und fur die weitere
Praparation mit HBSS-L6sung tberschichtet.

Probenvorbereitung

Die freien Fettsauren (MP, OA, LA:LA, AA) wurden in 96 %igem Ethanol geldst und
anschlieend in HBSS-LOsung in entsprechender Konzentration suspendiert. Vor der
eigentlichen Fettsdurezugabe in die Zellkultur, wahrend der durchflu3zytometrischen
Messung oder Zugabe zur Mikrotiterplatte erfolgte eine Ultraschallbehandlung der
Suspension, um eine homogene Fettsaureverteilung zu erzielen. Der Zeitpunkt der
Fettsaurezugabe 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 durchfluRzytometrischen Messungen erfolgte die Fettsaurezugabe
nach dem Starten der Messung. Am Mikrotiterplattenreader wurden die Fettsduren aus
apparativen Bedingungen unmittelbar vor den Experimenten zugegeben. Zu jedem
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Experiment wurde eine Kontrolle mit dem Losungsmittel Ethanol in HBSS-L6sung
(Endkonzentration Ethanol 0,2 %, wie auch bei der Fettsdurezugabe) mitgefuhrt.

Methoden zur Bestimmung der Zellproliferation

Bestimmung der Proliferation mittels eines radioaktiven Markers

Zur Klarung, welcher Kulturtag fur die anschlie3enden Versuche geeignet ist, wurde eine
Proliferationsmessung durch den Einbau vd#-Thymidin GH-TdR) durchgefiihrt.
*H-Thymidin wird wahrend der S-Phase anstelle des normalen Thymidins in die DNA
eingebaut. Der Nachweis des inkoorporiertdd-Thymidins erfolgte mittels eines
Szintillationszé&hlers (Wallac 1410; Firma Berthold).

Zur Durchfuhrung des Experimentes wurden drei Kulturflaschen je 20 ml (A, B, C) parallel
kultiviert, anschlieRend 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 ZugabéHAnR (0,5
pnCi/ml; spez. Aktivitat 60,3 Ci/mmol) erfolgte im 24-stindigen Rhythmus an den jeweiligen
Kulturtagen. Die Einwirkzeit voiH-TdR betrug 1 h, danach wurde durch Absaugen am
Harvester (iberschiissigéd-TdR entfernt. Die Zellen wurden mehrfach gespiilt wie in
Kapitel 2.5.1. beschrieben, abgel6st an Filterblattchen gebunden und in Szintillatorréhrchen
uberfuhrt. Die Zugabe des Flussigkeitsszintillationscocktail und die Messung am
Flussigkeitsszintillationszahler erfolgte, nachdem alle Kulturtage abgearbeitet waren.

Durchflu3zytometrische DNA-Bestimmung nach Einwirkung von freien Fettsauren

Zur Klarung, ob freie Fettsduren Verédnderungen im Zellzyklus hervorrufen, wurden
Zellzyklusanalysen mittels Durchflu3zytometrie durchgefuhrt. Am dritten Kulturtag erfolgte
die Fettsaurezugabe (Kapitel 2.5.2.). Es wurden Konzentrationen von 10, 50 und 100 uM
Linolsaure 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 Fettsdure nachzuweisen ist. Am dritten Kulturtag wurden 5, 10 und
15 pM y-Linolensdure im Medium eingestellt und nach 8 und 16 Stunden die Zellen
geerntet (Kap. 2.5.1.). Die weitere Praparation der Zellen unter Verwendung des
CycleTESTY PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson) ist schematisch in der Abb. 3
gezeigt.
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Zellzahl auf 1 x 1BZellen einstellen

v

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

v

[ 250 pl der Losung A |

[ 10 min Inkubation bei RT |

v

[ 200 pl Lésung B zugeben, Inkubation 10 min bei RT

[ Inkubation 10 min bei RT |

v

[ 200 ul Losung C zugeben |

[ Inkubation 10 min, 4 °C, dunkel |

v

Messung

Abb. 3 Praparation der Keratinozyten fir die Zellzyklus-Bestimmung am
Durchflul3zytometer

Bestimmung der Proliferation durch den Nachweis eines Zellzyklus-assoziierten Antigens

Proliferationsverdnderungen kdnnen auch durch den Nachweis Zellzyklus-spezifischer
Proteine bestimmt werden. Das Protein PCNA ist fur eine solche Fragestellung geeignet, da
es vermehrt in der S-Phase gebildet wird.

Zur Untersuchung des Einflusses freier Fettsduren auf die PCNA Exprimation von
Keratinozyten wurde die Linolsaure ausgewahlt. Die Fettsdurezugabe, die Fettsaure-
Endkonzentrationen und -Einwirkzeiten sind zum Versuch 2.5.3.2. analog.

Die in Phosphat-gepufferter Losung (PBS) suspendierten Zellen wurden auf eine Zellzahl
von 1x16 Zellen/ml eingestellt und abzentrifugiert (5 min, 300 x g). Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 3 ml Methanol (-20 °C) tberschichtet und sofort mit einer Pipette
durchmischt, um der Bildung von Zellklumpen vorzubeugen. Die Zellsuspension wurde fur
10 min bei RT aufbewahrt. Nach Zentrifugation (5 min, 300 x g) wurde der Uberstand
verworfen, die Zellen mit 1 ml Tween (0,2 % in PBS) suspendiert und auf Eis fir 5 min
aufbewahrt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS (Zentrifugation 5 min, 300 x g) erfolgte
die Antikdrperzugabe:
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* Anti-PCNA (DAKO, F863)

* DNA-Farbel6sung
Negativkontrolle:

* Anti-Maus IgG2a (DAKO, X933)

* DNA-Farbel6sung

Die Zellen wurden resuspendiert und fur 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert, anschlie3end
erfolgte die Analyse am Durchflu3zytometer.

Elektronenmikroskopische Identifizierung zellularer Organellen

Anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen wurde geprift, ob unter Einwirkung
freier Fettsauren morphologische bzw. organspezifisch-strukturelle Veranderungen an
HaCaT-Keratinozyten und nativen Keratinozyten nachgewiesen werden konnen. Die Zellen
wurden dazu am 6. Kulturtag mit Linolsaure (50 uM, 75 uM und 100 uM Linolséure 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 anschlieRender Anfertigung dinner Schnitte fur die
Elektronenmikroskopie am Ultramikrotom (Hayat, 1970). Die Gesamtpraparation erfolgte

nach der Methode vom Department of Dermatology (Veterans Administration Medical

Center; UCSF 1996). Nach praparativem Abschluld erfolgte die Untersuchung am
Elektronenmikroskop (10A; Carl Zeiss, Oberkochen).

Bestimmung der freien intrazelluliren®G&onzentration am DurchfluRzytometer und
Fluoreszenzreader

Zur Calciumkalibrierung wurde der Calcium Calibration Buffer Kit #2 (Molecular Probes
Europe BV) verwendet. Fir die Messung am Durchflu3zytometer wurden die Zellen
geerntet (vgl. Kapitel 2.5.1.) und zu je 0,5 x°1Zellen aliquotiert, gewaschen und
anschlieend in Kalibrierungspuffer Uberfuhrt. Die in der Mikrotiterplatte kultivierten Zellen
wurden gespult und anschlieend mit Kalibrierungslosung tGiberschichtet.

Die Gleichgewichtseinstellung [€% = [C&']; wurde durch den Einsatz des lonophors
A23187 (Calbiochem Novabiochem) mit einer Konzentration von 9 uM erzwungen.
Intrazellulares 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 fur ein auf Argonionenlaser basierendem DurchfluRzytometer geeignet.
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Der Acetoxymethylester von Fluo-3 wurde benutzt, um die Zellen mit Farbstoff zu beladen.
Stammlosungen von Fluo-3/AM (1 mM in wasserfreiem DMSO) und PluroZ7H25 %

w/w in wasserfreiem DMSO) wurden hergestellt und bei -20 °C aufbewahrt, letztere
Losung wurde vor der Benutzung auf 42 °C erhitzt (Graft et al., 1993). Die Arbeitslésung
(HBSS-LOsung, 39 puM Fluo-3/AM und 5 pl/ml Pluronic F-127) wurde kurz vor
Versuchsbeginn hergestellt. Zu der Zellsuspension bzw. zu den adhéarenten Zellen wurde fur
je eine Endkonzentration von 3,5 pM Fluo-3/AM Arbeitsldsung zugegeben. Anschliel3end
wurden die Zellen bei einer Temperatur von 37 °C im Dunkeln fir 30 min inkubiert. Durch
Zusatz von 12 pg/ml Propidiumiodid zu der Zellsuspension konnten wéhrend der Messung
tote Zellen ausgeschlossen werden, da Propidiumiodid nur in zellmembrangeschadigte
Zellen eindringt. Im Anschlul3 konnten die Proben am DurchfluRzytometer und
Fluoreszenzreader gemessen werden.

Anderung der freien GaKonzentration als Funktion der Fettsdurekonzentration und der
Zeit am DurchfluRzytometer

Es ist bekannt, dal3 hohe Konzentrationen freier Fettsaure toxische Reaktionen an
Zellsystemen hervorrufen kénnen.

Inwieweit die Keratinozyten auf hohe und niedrige Fettsaurekonzentrationen hinsichtlich
der intrazellularen C&Konzentrationen reagieren, ist unbekannt. Zur Bestimmung des
intrazelluliren C#-Gehalts wurden die Zellen am 6. Kulturtag geerntet (Kap. 2.5.1.),
anschlieBend in HBSS-Losung uberflhrt und mit Farbstoff beladen (Kap. 2.5.5.). Nach der
Farbstoffbeladung erfolgte die Messung. Die Linolsauresuspension (Kap. 2.5.2.) mit den
Endkonzentrationen 500 uM und 5000 uM wurde nach 2 min wahrend der Messung in die
Zellsuspension gespritzt. Im zweiten Teil des Versuches wurden die Zellen mit
unterschiedlicher HBSS-LOsung vor der Farbstoffbeladung behandelt. Es kam HBSS-
Losung ohne und mit Calcium (2 mM) zum Einsatz. Die Zellen wurden jeweils fir
mindestens 15 min inkubiert und anschlieRend wie beschrieben weiter prapariert. In diesem
Experiment wurden Linolsauresuspensionen der Konzentrationen von 10 uM und 100 pM
verwendet. Die Fluoreszenzintensitdten wurden Uber einen Zeitraum von ca. 20 min als
Funktion zur Zeit aufgenommen.

Anderung der freien GaKonzentration als Funktion der Fettsdurekonzentration und der
Zeit am Fluoreszenzreader

Der EinfluR der ausgewahlten freien Fettsduren auf derf]{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-L6sung gewaschen. Es wurde eine calciumfreie und eine 2 mM calciumhaltige
HBSS-LOsung verwendet. Zur Adaptation wurden die Zellen jeweils fir 15 min mit der
entsprechenden LOsung inkubiert. Die Farbstoffbeladung (Kap. 2.5.5.) erfolgte
anschlie3end. Nach der Beladung mit Fluo-3/AM schlof3 sich ein Waschvorgang mit HBSS-
Losung an. Kurz vor der Messung wurden die Platten mit einer Fettsduresuspension
versetzt und sofort am Reader gemessen. Die verwendeten Konzentrationen der Fettsauren
betrugen 10 uM und 100 pM.

Durchflu3zytometrische Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials unter Einfluf3
von Fettsduren

Zur Klarung, ob freie Fettsduren das mitochondriale Membranpotential (MMP) andern,
wurden Kinetikversuche durchgefihrt. Der Farbstoff Rhodamin-123 (R-123) ermdglicht die
Erfassung einer Anderung des MMP's an lebenden Keratinozyten am DurchfluRzytometer.
HaCaT-Zellen wurden am 5. Kulturtag geerntet (Kap. 2.5.1.). Zu einer Zellsuspension von
1x1¢ Zellen in 250 ul HBSS-Lésung wurden 5 pl R-123 (0,5 mg/ml in DMF)
hinzugegeben und fir 30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden
der Zellsuspension 750 pl HBSS-Losung und 10 pl Propidiumiodid-Losung (1 mg/ml)
zugefugt. Die Messung am Durchflul3zytometer erfolgte unmittelbar nach einer 5 minttigen
Inkubation bei 22 °C.

Zwei Minuten nach Versuchsbeginn erfolgte die Fettsaurezugabe (MP, OA;LLAUNd

AA) wahrend der Messung.

Ausgewahlte Methoden zum Verlauf des programmierten Zelltodes (Differenzierung und
Apoptose)

Einflul? von freien Fettsduren auf die Expression ausgewahlter Differenzierungsmarker

Um einen Einflud der freien Fettsauren auf die Differenzierung von Keratinozyten zu

bestimmen, wurde die Expression von zwei Differenzierungsmarkern untersucht, das
Involucrin und das Filaggrin. Am 5. Kulturtag erfolgte die Fettsaurezugabe (Kap. 2.5.2.)

von 1 uM oder 10 pM Arachidonsaure fur den Involucrinnachweis und 10 uM oder 25 pM

Linolsaure fur 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
Praparation der Zellen fur den Nachweis von Proteinen am Durchfluizytometer (z.B.:
Involucrin und Filaggrin).
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Abb. 4 Praparation zum Nachweis von Proteinen am DurchfluRzytometer
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Nachweis der Apoptose mit Annexin-V-FLUOS

Frihe Phasen der Apoptose lassen sich durch Veréanderungen an der Zytoplasmamembran
nachweisen. Die Translokation von Phosphatidylserin wird mit Annexin-V-FLUOS Kit
nachgewiesen und ist ein Marker frih apoptotischer Zellen.

Bei HaCaT-Zellen erfolgte am 5. Kulturtag die Fettsdurezugabe (vgl. Kapitel 2.5.2.). Nach
24 Stunden Einwirkzeit wurden die Zellen geerntet (Kap. 2.5.1.), aliquotiert zf 1x10
Zellen, 1 x in PBS gewaschen und fur 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Das Zellpellet mit 100
pl Markierungslésung (20 pl Annexin-V-FLUOS Stammlosut@Q0 pl Inkubationspuffer;

20 pl PI [50 pg/ml PI in Inkubationspuffer]) resuspendiert und fur 10-15 min inkubiert
(dunkel). Nach der Inkubation wurde zu den Zellsuspensionen 400 pl Inkubationspuffer
hinzugefigt und anschlie@end mit Hilfe der Durchfluizytometrie analysiert. Die
eingesetzten Konzentrationen der einzelnen freien Fettsduren fur die Versuche mit
24-stundiger Einwirkzeit von freier Fettsdure waren:

* 10-Methyl-Palmitinsaure 25, 30, 35, 40, 45, 50 und 75 pM

+ Olsaure 25, 30, 35, 40, 45 und 50 pM

* Linolsaure 10, 15, 20, 25, 30, 50, 75 und 100 pM
* y-Linolensaure 15, 20, 25 und 30 uM

» Arachidonsaure 20, 25, 30, 35, 40 und 45 uM

Zur Klarung, ob schon nach kurzer Einwirkungszeit von freier Fettsaure die Apoptose
induziert wird, wurde ein entsprechender Parallelansatz (1. und 2. Ansatz) mit
y-Linolensaure durchgefuhrt. Die Zugabe der Fettsaure (Kap. 2.5.2.) erfolgte am 5.
Kulturtag. Nach einer 2-stindigen Einwirkung wurde das Kulturmedium generell erneuert
und der erste Ansatz fir die Apoptosemessung wie oben prapariert und vermessen. Der
zweite Ansatz wurde nach 24 Stunden wie beschrieben geerntet, prapariert und analysiert.
Folgende Konzentrationen vgsLinolensaure kamen zum Einsatz: 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40 und 45 pM.

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 Olsaure versetzt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet (Kap. 2.5.1.)
und dem Annexin-V-FLUOS Test unterzogen. Die Olsdure wurde in den Konzentrationen
25, 30, 45 und 50 uM eingesetzt.
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Apoptosenachweis mittels In Situ Cell Death Detection Kit

Aul3er dem Annexin-V-FLUOS Kit besteht die Moglichkeit, die Apoptose auch mittels In
Situ Cell Death Detection Kit am Durchflu3zytometer zu bestimmen.

Die Zellen wurden am 5. Kulturtag mit Olsaure versetzt (Kap. 2.5.2.). Nach 24 Stunden
erfolgte die Zellgewinnung und die Préparation der Zellen nach der Firmenvorschrift von
Boehringer Mannheim (In Situ Cell Death Detection Kit).

Die eingesetzten Olsaurekonzentrationen waren 15, 20, 25, 30, 35, 40 und 45 uM.

Apoptosenachweis mit Cell Death Detection ELISA

Um auszuschlieRen, daf’3 die Translokation von Phosphatidylserin durch freie Fettsduren
allein hervorgerufen wird, wurde ein Apoptosetest auf Zellkernebene durchgefiihrt. Der
Test ,Cell Death Detection ELISA* (Boehringer Mannheim) ermdglicht den Nachweis von
zytoplasmatischen Histon-assoziierten-DNA-Fragmenten (Mono- und Oligonucleosomen)
im UV-Bereich QAna= 405 nm) nach induziertem Zelltod. Da bei diesem Test keine
Korrelation zur Zellzahl existiert, wurde eine Normierung Uber 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 Fettsauren. Die gewéhlten Konzentrationen
resultieren in Auswertung der Ergebnisse aus dem Nachweis der Apoptose mit Annexin-V-
FLUOS.

Es wurden folgende Konzentrationen ausgewahlt:

* 10-Methyl-Palmitinsaure 50 pMnd 75 uM
+ Olsaure 45 uMind 50 uM
* Linolsaure 30 pMund 75 pM
* y-Linolensaure 25 uMind 40 pM
* Arachidonsaure 35 pMnd 40 uM

Nach 24 Stunden wurden die beiden Platten entsprechend den Vorschriften fur ,Indirekte
Zellzahlbestimmung uUber Zytotoxizitdt® 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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Durchflu3zytometrischer Nachweis des Tumorsuppressorproteins p53 als Funktion der
Fettsaurekonzentration und Zeit

Am Ablauf der Apoptose sind auch zellulare Proteine, unter anderem das Tumorsuppressor-
protein p53, beiligt. Deshalb war es naheliegend, den Einfluld von Fettsduren auf die
Expression des Tumorsuppressorproteins p53 von Keratinozyten zu verfolgen. Die Zellen
wurden (vgl. Kapitel 2.5.1.) kultiviert und mjtLinolensédure am 5. Kulturtag behandelt.
Nach 24 Stunden erfolgte die Ernte der Zellen und die Praparation fir die
durchflulBzytometrische Messung. (vgl. Abb. 4). Da fur das p53-Protein ein primar FITC
markierter AntikOrper zu Verfugung stand, entfallen die Schritte des sekundaren
Antikorpers.

Das Experiment wurde mit folgenden Endkonzentrationery-l@rolensaure durchgefihrt

5, 10, 15 und 20 pM.

Um nicht nur qualitativ die p53-Expression in Abhangigkeit der Fettsdurekonzentration zu
messen, wurde auch die zeitliche Verdnderung ermittelt. Daraus lassen sich Hinweise zum
Regulationsmechanismus dieses Prozesses ableiten.

Es wurden bei konstanten Konzentrationen welnnolensaure 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 Abhangigkeit von der
Fettsdurekonzentration

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 géinolensédure (5, 10, 15 und 20 pM)
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 fir diesen Versuch kein primar FITC-markierter bax-AntikGrper zur
Verfugung stand, muf3te ein FITC-markierter Sekundarantikdrper eingesetzt werden, um
ein Fluoreszenzsignal zu erhalten. Die Sekundéarantikdrperzugabe erfolgte sofort nach dem
ersten Zentrifugationsschritt nach der Primarantikorperzugabe (vgl. Abb. 4).
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Molekularbiologischer Nachweis von p53 Protein mittels Western Blotting

Kultivierte HaCaT-Zellen wurden am 5. Kulturtag mpitinolenséure der Konzentrationen

15, 20 und 25 pM inkubiert (Kap. 2.5.2.). Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet, 2 x
in PBS gewaschen und bei 230 x g fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 50 bis
100 pl Lanmli-Puffer (vorgewarmt) aufgenommen und 10 min bei 90 °C erhitzt. Es folgte
eine anschlieBende Ultraschallbehandlung und Zentrifugation bei 2490 x g fur 15 min. Der
Uberstand wurde fur die weitere Bearbeitung bei -20 °C gelagert. Fiir eine genaue und
gleichmalRige Proteinauftragung wurde vorher eine Proteinbestimmung nach Lowry
durchgefuhrt (Firmenvorschrift Protein Assay Kit Nr. P5656; SIGMA Diagnostics).

Gleiche Proteinmengen (30-50 pg) wurden auf eine SDS-PAGE (10 %ig) ubertragen und
anschlielBend fir ca. 2-3 h bei 30 mA getrennt (Einlauf 10 min bei 20 mA; mit
Bromphenolblau und Standardmarker 6 pl). Nach der Elektrophorese wurden die Proteine
mittels ,semi dry“ vom Gel auf eine 0,2 um 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 fur 20 min bei RT und 3 x mit Blockierungsreagenz (Tween/PBS + 5 %
Milchpulver) gewaschen. Die Inkubation mit primarem Mausantikorper p53 1-2 pg/ml in
Blockierungslésung (Do7; Novocostra) erfolgte fur 2 h bei 37 °C (oder Uber Nacht bei
4 °C).

Die Schritte 3 x Waschen mit Blockierungsreagenz (5-10 min; RT), Inkubation mit sek. AK
(1 h; RT; PO161 DAKO), 3 x Waschen mit Blockierungsreagenz (5-10 min, RT),
Inkubation mit ECL-Reagenz (1 min; Amersham-Buchler) und Nachweis der ECL-Reaktion
auf Rontgenfilm (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 primaren Maus-Antikérpern 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 Fettsauren

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 Hohe der Zelleinsaat in Zellanzahl pro Milliliter
Medium muf3te die Kulturdauer festgelegt werden, bei der unter den vorgegebenen
Kulturbedingungen eine Anderung der Proliferation am deutlichsten nachweisbar war. Dazu
wurde der Einbau voPH-Thymidin nach unterschiedlichen Kulturzeiten ausgewertet. Den
Befunden liegen jeweils 48 Mel3werte pro Zeiteinheit zugrunde.

Die MeRwerte 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 Abhangigkeit
von der Kulturdauer (®*H-Thymidineinbau) n=48

Die Bestimmung der prozentualen Anteile der Keratinozyten wurde am 6. Kulturtag nach
durchflulRzytometrischen Messungen vorgenommen. Dabei ergab sich zum Einflu von
Fettsauren auf den Zellzyklus, dal3 keine Ver&nderungen im Zellzyklusverhalten unter
Fettsaureeinflul® nachweisbar waren. Die HaCaT-Zellen zeigten weder nach Zugabe von
Linolsdure uber 24, 48 und 72 Stunden noch uwpeinolenséureeinfluld von 8 und 16
Stunden Veranderungen in den Zellzyklusphasen (Abb. 6).
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Auch der Nachweis des Zellzyklus-assoziierten Antigens PCNA erbrachte keine mel3baren
Veranderungen in der Verteilung der einzelnen Fraktionen (Abb. 7).

Zellzyklus- Linols&ure-Konzentration

Einwirkzeit phasen [%] Kontrolle 10 pM 50 uM 100 pM
Gy 50,1 59,5 56,8 65,5

24 h S 34,6 26,4 31,2 21,5
G./M 15,3 14,1 11,9 13,0

G 55,2 55,1 52,6 58,3

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

Gy 61,6 60,5 60,4 62,2

72 h S 30,6 29,7 35,7 27,4
G./M 7,9 9,8 3,8 10,4

y-Linolensaure-Konzentration

Kontrolle 5 uM 10 pM 15 uM

Gy 38,0 37,5 37,5 45,3

8h S 56,5 59,3 52,0 54,4
G./M 55 3,2 10,5 0,3

Gy 36,4 36,1 44,3 34,4

16 h S 60,2 55,0 40,6 58,8
G,/M 3,4 9,0 15,1 6,8

Abb. 6 Zellzyklusphasen von HaCaT-Zellen nach Einwirkung mit Linol- und
y-Linolensaure, durchfluRzytometrische Bestimmung
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Abb. 7 Vergleich der PCNA-Expression nach 48 h unter Linols&dureeinflul3;
A EtOH 0,2%, B 50 uM Linolséure
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Diskussion

Zur Festlegung der Untersuchungsbedingungen an kultivierten Keratinozyten muf3ten einige
funktionelle Zustandsdaten der Zellen bertcksichtig werden. Das betraf unter anderem den
Ablauf des Zellzyklus und der Differenzierung, die Einsaatdichte und Kulturdauer sowie
andere Faktoren der Kulturbedingungen. Aus den Ergebnissénl-datR Einbaus sollten
Hinweise fur die Auswahl der Kulturbedingungen abgeleitet werden, die folgende Kriterien
fur die weiteren Versuche erfllen:

1. eine hohe Proliferationsrate
2. geringe Stratifizierung

3. geringe Differenzierung

4. genugende Zellmenge

Diese Kriterien waren nach Auswertung der Ergebnisse ZHATdR Einbau am

6. Kulturtag weitgehend gegeben, deshalb wurde fir die weiteren Untersuchungen der
6. Kultivierungstag gewéhlt (Abb. 5).

Es ist bekannt, dal® durch Substanzen oder Strahlung die Zellproliferation beeinflul3t werden
kann. Eine Mobglichkeit besteht in der Blockierung einzelner Phasen des Zellzyklus.
Beschrieben wurde von Bache et al. (1997) die Blockierung gi&t-Bhase von humanen
Sarkomzellen durch Rontgenstrahlung. Nach Shinomiya (1997) werden Lymphomzellen
nach Einwirkung eines Chloroplatinkomplexes ebenfalls in dévi®hase blockiert. Der
Einsatz eines Anthracyclinderivates bei humanen Mammaadenokarzinomzellen fiihrte nach
Hedenfalk (1997) zur Blockierung deg-Bhase bzw. der spaten S-Phase.

Voraussetzung fur die Interpretation der durchflul3zytometrisch 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 sogenangt@hase (z.B.:
ausdifferenzierte Gewebezellen). In derRhase (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 {Fhase), bis die Zelle in die Mitose-Phase tbergeht (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 wahrend 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)

Fur Untersuchungen der Zellproliferation und der damit verbundenen molekularen
Vorgange konnen die Ergebnisse der DurchfluRzytometrie zu wertvollen Erkenntnissen
beitragen (Schmitz und Rothe, 1994). Die DurchfluRzytometrie ermdglicht die schnelle
Bestimmung von DNA-Verteilungsmustern und ihrer Veranderungen. Sie kann zur Analyse
komplexer Zellzyklusverteilungen (z.B. Uberlagerung diploider und aneuploider Kerne) und
zur prozentualen Berechnung der Zellzyklusanteile/GG S, G/M) mit speziellen
Softwareprogrammen herangezogen werden (Schmitz und Rothe, (1994), Ormerod (1994),
Radbruch (1992)).

Untersuchungen des Einflusses von freien Fettsauren auf die Proliferation von HaCaT-
Keratinozyten mit Hilfe des®H-Thymidineinbaus erbrachten eine Verringerung der
Proliferation und Zellanzahl. Da die Proliferationsrate mit zunehmender Fettsaure-
konzentration sinkt, ist nicht von einem regulatorischen Eingriff in den Zellzyklus im Sinne
einer Blockierung auszugehen (Schneider, 1997).

Eine Blockierung bzw. Anderung des Zellzyklus durch die eingesetzten freien Fettsauren
konnte nicht nachgewiesen werden. Keinen Einflu auf den Zellzyklus liel3 die Expression
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von PCNA erkennen. Zur genaueren Charakterisierung der Wachstumsfraktion (S-Phase)
wurde zuséatzlich das Zellzyklus-assoziierte Antigen PCNA bestimmt. Das Auftreten des
PCNA-Proteins ist eng mit bestimmten Phasen des Zellzyklus verbunden und kann daher
zur praziseren Ermittlung der S-Phase genutzt werden. PCNA als hochkonserviertes Protein
ist funktionell ein Hilfsprotein der DNA-Polymerage(Travali et al., 1989 und Brown et

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

1996). Anderungen des PCNA-Zustandes in unterschiedlichen Tumorstadien wahrend 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 Fettsduren Signalwege induziert werden, die die Proliferation direkt oder
indirekt beeinflussen, so mufdte dieses z. B. in den Abbildungen 6 und 7 erkennbar sein. Da
aber morphologische Veranderungen der Membranen bei hohen Fettsaurekonzentrationen
unter dem Mikroskop zu sehen waren (Auflosung Zell-Zell-Kontakt), kdnnen andere
strukturelle, molekularbiologische Einflisse von Fettsduren auf die Zelle nicht
ausgeschlossen werden.

Strukturveranderungen zellularer Organellen unter dem Einfluf3 von Linolséure

Wie schon erwahnt kdnnen freie Fettsauren durch deren Zugabe in das Zellkulturmedium zu
morphologischen Veréanderungen der Zellen fihren (Schneider, 1997). Auf Grund dieser
Befunde stellte sich die Frage, ob mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine
nahere Charakterisierung der beobachteten Vorgange maglich ist.

Elektronenmikroskopische Befunde von HaCaT-Keratinozyten:

Im Vergleich zu den unbehandelten HaCaT-Keratinozyten (Abb. 9) konnte man bei den
Zellen unter Einfluf3 von 50 uM Linolséure fir 2 Stunden (Abb. 10) eine deutliche Zunahme
von multivesikularen oder pre-lysosomalen Koérpern beobachten. Eine Bildung von
Peroxisomen scheint wahrscheinlicher. Wurde die Konzentration auf 75 puM Linolsédure
erhoht (Abb. 11), waren weitere strukturelle Veranderungen nicht mehr visuell nachweisbar.
Leichte, in einigen Kernen auszumachende Chromatinkondensationen, konnten auf eine
eventuell beginnende Apoptose hinweisen. Veranderungen an anderen Organellen konnten
nicht nachgewiesen werden. Die Konzentration von 100 uM Linolsdure 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 Veranderungen wie
die HaCaT-Zellen unter dem Einfluld der Linolsaure. Es bilden sich Peroxisomen, die bei 50
UM (Abb. 13) und 75 pM (Abb. 14) Linolsaure im Gegensatz zu HaCaT-Keratinozyten
noch membranére Strukturen im Organelleninnern aufweisen. In den Zellkernen sind aul3er
dem Nukleus hin und wieder Bereiche kondensierten Chromatins zu sehen, ein Zeichen fur
eine eventuell beginnende Apoptose.

Abb. 9 unbehandelte HaCaT-Zellen (elektronenmikroskopische Aufnahme,
VergrolRerung 10000-fach)



Abb. 10 HaCaT-Zellen behandelt mit 50 pM Linols&ure fur 2 h
(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrol3erung 10000-fach)

Abb. 11 HaCaT-Zellen behandelt mit 75 pM Linols&ure fur 2 h
(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrol3erung 10000-fach)
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Abb. 12 unbehandelte native Keratinozyten (elektronenmikroskopische Aufnahme,
VergrolRerung 10000-fach)

Abb. 13 Native Keratinozyten behandelt mit 50 uM Linols&dure fur 2 h
(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrol3erung 10000-fach)
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Abb. 14 Native Keratinozyten behandelt mit 75 pM Linolsaure fur 2 h
(elektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrol3erung 10000-fach)

Diskussion

Die schnelle und starke Ausbildung von Peroxisomen in den Keratinozyten innerhalb von 2
Stunden ist sicherlich auf das Uberangebot der freien Fettsaure Linolsaure in den Zellen
zurickzufuhren. Die Zelle versucht durch die Bildung spezieller Organellen, z.B.
Peroxisomen, den Fettsdurelberschul? zu kompensieren bzw. die Fettsdure schnell
abzubauen. Peroxisomen sind selbstreplizierende Organellen, die kein eigenes Genom, wie
die Mitochondrien und Chloroplasten, besitzen. Sie missen daher ihre Proteine aus dem
Zytoplasma importieren. Der Begriff ,Peroxisom” resultiert aus ihrer Verwendung von
molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid, um Oxidationsreaktionen auszufihren.
Eine der Hauptfunktionen der Peroxisomen ist der Abbau von Fettsauren durch der
3-Oxidation. Normalerweise findet dieser Prozeld bei Saugerzellen in den Mitochondrien
statt, kann aber teilweise auch von Peroxisomen tibernommen werden (Alberts et al., 1997).
Zu diskutieren ist auch die mogliche fettsaureinduzierte Aktivierung des nuklearen Hormon
Rezeptors PPAR Keller et al. (1993), Schoonjans et al. (1996) und Yu et al. (1995)
zeigten, daR freie Fettsauren, z.B. Olsdaure und Linolsaure, in der Lage sindy RRAR
aktivieren. Weiterhin soll eine Stimulierung von PRARIazu fiihren, dal3 die DNA-
Synthese inhibiert wird (Hanley et al., 1997).
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Wie dem auch sei, scheinbar reicht der Abbau der freien Fettsaure in den Mitochondrien
bzw. Peroxisomen (auch bei geringen Fettsdurekonzentrationen) nicht aus, um eine
Apoptosereaktion zu verhindern (Kapitel 3.5.).

Anderung der freien intrazellularen Ca**-Konzentration

Die quantitative Calciumbestimmung bzw. die Konzentrationsanderung v3fioBan in
intakten biologischen Systemen ist fur die Deutung der Aktivierung und Inhibierung intra-
und extrazellularer Prozesse von grof3er Bedeutung. Diese Problemstellung wird an
verschiedenen biologischen Systemen bearbeitet (Morgan und Burgoyne, 1990, Takano et
al., 1994).

Die C&*-Konzentration in einem biologischen System unterliegt einem standigen
dynamischen Gleichgewicht. Zunachst ist zwischen einem extrazellularen und intrazellularen
Ca*-Gleichgewicht zu unterscheiden, die wiederum (iber Gleichgewichtsbeziehungen, die
durch einen aktiven oder passiven Transport gesteuert werden, gekoppelt sind.

Fir die Fragestellung war aber primar das intrazellularé-Glaichgewichtssystem von
Interesse, das von externen Faktoren (Pr&paration, Medium, Untersuchungssubstanzen)
beeinflul3t wird.

Fir das intrazellulare CaGleichgewichtssystem sind folgende Gleichgewichte
bestimmend:

1. Calciumhydrogencarbonat/-carbonat-Gleichgewicht

Cd"+2HCQ, ~—= C&"+CO*+H,CO; =——= CaCQ + H,CO;

2. Calciumhydrogenphosphat-Gleichgewicht

Cad&"+ 2HPQ =~—= CaHPQ + H;PQ,

3. Calciumcalmodulin-Gleichgewicht

_[ca*]+[caimodulid
~ [ca- Calmodulif Gl 1
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Allgemein wird angenommen, dafl 90 % des Zellcalciums in den Mitochondrien als
Calciumphosphatkomplex gebunden ist und dieses mit dem Zytosolcalcium im schnellen
Austausch steht (Ackermann, 1992).

Bedenkt man andererseits, dal3 das Konzentrationsgefalle zwischen extrazellularem und
intrazellularem Calcium in vivo 1000:1 betragt, so wird damit auch deutlich, dafl3 die
Konzentration des intrazellularen Calciums von vielen Faktoren (Abb. 22) abhangig ist,
wobei hier nur die Rolle der enzymatischen Regulation angefihrt sei.

Eine genaue Bestimmung der Calciumkonzentration erweist sich durch diese Faktoren als
recht schwierig. Absolutwerte sind also mit Vorsicht zu betrachten.

C&*-Kalibrierung

Fir die Bestimmung der [€%-Konzentration in HaCaT-ZellemuR im Vorfeld eine
Eichkurve erstellt werden.

Die fir jede einzelne CGiKonzentration erhaltenen mittleren MFI-Werte bilden die
Grundlage zur Bestimmung folgender Parameter:

F ist die gemessene Fluoreszenzintensitat der Probe

Fnn it die Intensitat, bei minimal erreichbarer intrazellulareéf ®anzentration
Fnax  ist die Intensitét, bei maximal erreichbarer intrazelluléréf-anzentration
Kq ist die Dissoziationskonstante des TFuo-3 Komplexes

Fir den physiologisch interessierenden Bereich der intrazellularen Calcium-
lonenkonzentration von 0 pM bis 40 puM wurden mittlere Fluoreszenzintensitaten (MFI)
bestimmt. Der niedrigste (F) und der héchste Wert {&) wurden als Grenzwerte fir die
Bestimmung der Dissoziationskonstantenfir das jeweilige System (Fluoreszenzreader
und Durchflu3zytometer) herangezogen (Firmenvorschrift Calcium Calibration Buffer Kits;
Molecular Probes, INC.). Zur Bestimmung der DissoziationskonstanteleskC&/Fluo-3
Komplexes bedient man sich der logarithmischen Auftragung von Log{{FFmaxcF)]
gegen Log [CH];. Durch lineare Regression erhélt man eine Geradengleichung der Form

y=me X+ N die fur y = 0 den Log-Wert fur Kiefert. Fir den Fluoreszenzreader wurde
ein Kg-Wert von Ky = 334,7 nM und fiir das DurchfluRzytometer ein Wert vgr-K372,03
nM in recht guter Ubereinstimmung errechnet. Vergleicht man die beiden erhaltenen
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Regressionskoeffizienten (Fluoreszenzreader R = 0,9872 und Durchflu3zytometer
R =0,9972), ergibt sich fir das Durchflulizytometer eine Geradengleichung, die einem
Regressionskoeffizienten von R = 1 am nahesten ist. Werden die beiden Anstiege
(Fluoreszenzreader m = 1,05694 und DurchfluBzytometer m = 0,9032) miteinander
verglichen, so stellt man fest, dal} die Empfindlichkeit der beiden Methoden anndhernd
gleich ist.

In Abb. 15 ist die logarithmische Auftragung der MFI-Werte des Fluoreszenzreaders und
des Durchflul3zytometers zur Ermittlung vop2G sehen.

Allgemein gilt fur Fluoreszenzfarbstoffe, die nur ein Emissionssignal aufweisen, eine
logistische Funktion GI. 2 (Grynkiewicz et al., 1985).

(F — F min)

Ca2+ = °
Kd (F max— F) Gl. 2

Durch die Anwendung der Gleichung 2 auf die ermittelten Ergebnisse von Fluoreszenz-
reader und Durchflu3zytometer ergaben sich sigmoide Kurven (Abb. 16).

1,0
® Fluoreszenzreader

y=1,057x+6,844

— 0,57 R=0,9872

=

L Log K,=-6,475

%

©

S

L

g

~—~

£

S

L

L

lg’. m  Flow Cytometer

— y=0,9033x+5,8
R=0,9972
Log K,=-6,421

T T T T
-8,0 -7,5 -7,0 -6,5 -6,0 -5,5

Log[Ca™], (uM)
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Fluoreszenzreader und am Durchflul3zytometer
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Abb. 16 C&*-Kalibrierung am DurchfluRzytometer und Fluoreszenzreader

Die Berechnung der €alonenkonzentration erfolgt nach Gleichung 2. Die Herleitung
dieser Berechnungsgrundlage kann in der Publikation von Grynkiewicz et al. (1985)
nachvollzogen werden.

Ein auf keinen Fall zu vernachlassigender physikalischer Parameter ist die
Temperaturabhéngigkeit der Dissoziationskonstanten vdiiFiem-3 Komplex. Bei 22 °C

gilt fur Fluo-3 ein k-Wert von 400 nM und bei 37 °C iskc 864 nM (Minta et al., 1989

und Merrit et al., 1990). Da die Dissoziationskonstante auch abhangig von der lonenstarke
und dem pH-Wert ist, sollte sie fir das jeweilige Mel3system bestimmt werden. Durch
Umstellung der Gleichung 2 und anschlieRender logarithmischer Auftragung (Abb. 15) a3t
sich der k-Wert des Systems bestimmen. Diese Vorgehensweise ist in der Firmenvorschrift
des Calcium Calibration Buffer Kit #2 (Molecular Probes, INC.) beschrieben und erlautert.
Mit dieser Methode ist eine €aKalibrierung am DurchfluBzytometer und
Fluoreszenzreader moglich, wobei es aber fur den Fluoreszenzreader Einschrénkungen gibt.
Jeder ermittelte mittlere MFI-Wert ist von der Zellzahl im Well der Mikrotiterplatte
abhangig, so dal} es hier innerhalb eines Versuches zu hohen Schwankungsbreiten kommen
kann. Eine Moglichkeit, die Zellzahl simultan zur Calciummessung zu bestimmen, ohne
einen direkten Einfluld auf die adharent gewachsenen Zellen zu nehmen, gibt es nicht.
Coulter Counter ermdglichen zwar die genaue Zellzahlbestimmung, aber dafir System sind
Zellsuspensionen notwendig. Zellzahlbestimmungen mit Fluoreszenzfarbstoffen sind
unrealistisch, da Interaktionen mit Calcium-regulatorischen Prozessen nicht ausgeschlossen
werden kénnen.
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EinfluR von Fettsauren auf die freie intrazellularé*®nzentration in Keratinozyten

Der Einflull hoher Konzentrationen von freier Fettsdure auf den intrazellularen
Calciumgehalt ist in Abb. 17 dargestellt. Die Zugabe von Linolsdure fihrte innerhalb
weniger Minuten zu einem steilen Anstieg der freien intrazellularéhiamzentration bis

auf 250 %, die sich nach kurzer Zeit auf einen Wert von 142 %, bezogen auf die Kontrolle,
einstelite. Die geringere Konzentration von Linolsaure (500 pM) fuhrte nach ca. 5 min und
die hohe Konzentration (5000 puM) nach 10 min zu einem Maximum &H[Eeeisetzung.

Die Zunahme des Anteils der toten Zellen im Versuchslauf weist auf eine hohe toxischen
Wirkung der freien Fettséure hin.
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Abb. 17 EinfluR hoher Linolsaure-Konzentrationen auf die freie Ca"-Konzentration
in HaCaT-Zellen

Konzentrationen von 10 pM und 100 pM Linolsaure am Durchflu3zytometer flihrten zu
einem gleichbleibenden Anstieg der freien intrazellulareti-Ranzentration iiber mehrere
Minuten (Abb. 18 und Abb. 19). Hierbei konnte eine Steigerung des freférGehalts
sowohl bei einem extrazelluliren Calciumgehalt von 2 mM als auch Béifr€an
Untersuchungsbedingungen beobachtet werden.
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Die Versuche mit 10 uM und 100 puM Arachidonsaure am Fluoreszenzreader fuhrten zu
einen kontinuierlichen Anstieg der intrazellularer”@onzentration. Bei Vorhandensein

von extrazellulirem Calcium (2 mM) war ein steilerer Anstieg def'T@&onzentration zu
beobachten als bei den Versuchen ohne extrazellularem Calcium (Abb. 20 und Abb. 21).
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Abb. 20 Einflufd von 10 uM Arachidonsaure auf die freie intrazellulare
Ca’*-Konzentration von HaCaT-Zellen in Abh&ngigkeit von der externen
Ca’*-Konzentration 2 mM in der MeRIésung; n=16
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Abb. 21 Einflufd von 100 uM Arachidonsaure auf die freie intrazellulare
Ca’*-Konzentration von HaCaT-Zellen in Abh&ngigkeit von der externen
Ca’*-Konzentration 2 mM in der MeRIésung; n=16
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Eine Korrelation zwischen der Anzahl der Doppelbindungen in den Fettsauren (Olsaure,
Linolséure, y-Linolensdure und Arachidonsdure) und der**@aeisetzung war nicht
nachzuweisen.

Diskussion

Calcium erfullt in der Haut wichtige regulatorische Funktionen. So beschreibt Fairley (1988)
die Bedeutung von Calcium als second Messenger und Regulator fur die
Desmosomenausbildung und Menon et al. (1994) die Integritat der Pééatsahrriere

mit dem epidermalen Calciumgradienten. Fur die Differenzierung und Proliferation von
epidermalen Zellsystemen ist die Anderung der intrazellularéfri@mzentration in den
Zellen von grof3em Interesse (Lee et al., 1992, Jones und Shrape, 1994 und Lee et al,
1994). Fur die Kultivierung ist das extrazellulare Calcium ein wesentlicher Faktor, indem er
einen direkten, aber auch indirekten EinfluR auf def'J@@ehalt nimmt und dadurch fiir
Veranderungen im Proliferations- und Diffenzierungverhalten verantwortlich gemacht wird
(Hennings et al., 1980 und Thiele, 1995).
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Abb. 22 Schema uber ,Ein- und Ausschaltmechanismen® und die Modulation von
intrazellularen Calciumspiegeln (nach Calbiochem-Novabiochem, 1996)
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Anderungen der freien intrazellularen°GKonzentration durch &uRere Einfliisse sind in
vielen Publikationen Gegenstand der Diskussion. Pande et al. (1996) haben mit
Staurosporin behandelte Rattenfibroblasten F111 im Zellzyklus synchronisiert und
anschlielend die einzelnen Zellzyklusphasen auf den intrazellularen Calciumgehalt
untersucht. Eine Erhdéhung der extrazellularer*®anzentration im Kulturmedium
bedingt nach 2 Minuten in normalen und neoplastischen Keratinozyten eine Erhéhung des
[C&a’"]i-Gehalts (Hennings et al., 1989). Eine Blockierung vofi-umpen*“ durch 2,5-Di-
tert-butylhydrochinon kann den Zellzyklus phasenunspezifisch arretieren (Short et al.,
1993).

Der EinfluR von freien Fettsauren auf HaCaT-Zellen und die dadurch induzierte Anderung
der freien intrazellularen GaKonzentration wurde von Glanz et al. (1996) am konfokalen-
Laserscanning-Mikroskop und Frode et al. (1997) am Durchflul3zytometer untersucht. Auf
Grund des rapiden intrazellularen Calciumanstieges nach Zugabe von freier Fettsdure auf
HaCaT-Zellen solite der Mechanismus des Fettsauretransportes in die Zelle diskutiert
werden.

In der Literatur gehen die Meinungen diesbezuglich auseinander. Wahrend Fitscher et al.
(1996) hauptséachlich von einem proteinabhangigen Transport ausgeht, favorisiert Zakim
(1996) den Fettsauretransport durch diéinzEmbran mittels Diffusion. In der Tat wurde

ein epidermales fettsdurebindendes Protein gefunden, es soll allerdings nur den
Fettsauretransport innerhalb der Zelle fordern (Siegenthaler et al., 1994).

Auch wenn das Transportproblem kontrovers diskutiert wird, liegen fir den Einflu? von
freien Fettsduren auf das intrazellulare Calcium vergleichbare Ergebnisse vor (Glanz et al.,
1996, Frode et al., 1997). Hohe Konzentrationen von freien Fettsduren scheinen eine rasche
Freisetzung von C&lonen aus den Speichern zu induzieren (Abb. 17). Die Reaktion geht
soweit, daf die Zellen nach einer bestimmten Zeit in Lyse Ubergehen, wahrscheinlich durch
Verlust der Membranintegritédt als Folge einer gesteigerten Membranfluiditat. Im
Konzentrationsbereich von 10 uM bis 100 uM filhren die Fettsduren lediglich zu einem
kontinuierlichen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration (Abbildungen 18, 19, 20
und 21). In Gegenwart von extrazellularem Calcium scheint der Anstieg des intrazellularen
Calcium auf einem hoheren Niveau stattzufinden. Die erhoht€]{®anzentration kann

durch Influx von extrazellularem Calcium hervorgerufen werden (MC Govern et al., 1995).
Die Phosphoinositidkaskade (Stryer, 1991) kénnte solche regulatorischen Prozesse
auslésen, die mit einem Offnen von®GKanalen einhergehen (Abb. 23). Die Bildung von
Inositol-1,4,5-trisphosphat filhrt zu einer raschen Freisetzung véhld®en aus dem
endoplasmatischen Reticulum und dem sarkoplasmatischen Reticulum glatter Muskelzellen.
Es kann folgende Reaktionen in vielen Zelltypen auslosen, unter anderem (Stryer, 1991):
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» Glykogenolyse in Leberzellen

» Histaminsekretion durch Mastzellen
» Aggregation von Blutplattchen

» 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 extrazellulare in intrazellulare Signale und
entlal3t also in ihrem Ablauf zahlreiche Molekule mit Signalfunktion (z.B. Inositol-1,4,5-
trisphosphat [IE] 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, daR durch den Anstieg des'J@@ehalts ein Messenger freigesetzt
wird, der den C&-Influx stimuliert (Randriamampita und Tsien, 1993). Allerdings kommt
es auch ohne Vorhandensein von extrazellularem Calcium zu eirfél-E2ashung bei
Einsatz von freien Fettsduren. Diese Freisetzung kann nur durch Mobilisierung von
intrazelluliren C#-Speichern hervorgerufen werden, z.B. aus calciumspeichernden
Proteinen, dem endo-plasmatischen Reticulum und dem Mitochondrium.

Anderung des mitochondrialen Membranpotentials von Keratinozyten unter EinfluR
von Fettsduren

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-123 (R-123) lassen sich Anderungen des
mitochondrialen Membranpotentials (MMP) am DurchfluBzytometer nachweisen, eine
Erhohung der Fluoreszenz bedeutet gleichermal3en eine Erhéhung des MMP (Ormerod,
1994, Schmitz und Rothe, 1994 und Sureda et al., 1997).

Ethanol mit einer Konzentration von 0,2 % in HBSS-LOsung (Suspensionslosung der
Fettsauren) diente als Kontrolle. Die Fluoreszenz von R-123 blieb tGber einen Zeitraum von
15 min konstant (Abb. 24). Fettsaure, nach 2 min eingespritzt, verursachte einen Anstieg
der R-123 Fluoreszenzintensitat. Hierbei war auch eine Konzentrationsabhéngigkeit zu den
Fettsduren zu sehen. Linolsdure mit 30 UM erzeugte nach ca. 1 min und 36 s eine Zunahme
des Fluoreszenzsignals und Linolsdure mit 75 pM (Abb. 25) nach ca. 24 s. Die Zeit
entspricht der Messung nach der Einspritzung. Die eingesetzten Konzentrationen (30 uM u.
75 UM Linolsaure) fuhrten zu einem uber einen langen Zeitraum gleichbleibendem Niveau.
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Abb. 24 Nachweis des mitochondrialen Membranpotentials mit R-123 in
fettsaurefreier HBSS-LAsung mit 0,2 % Ethanol
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Abb. 25 Nachweis des mitochondrialen Membranpotentials in HBSS-L6sung mit
75 pM Linolsaure

Auch die Fettsauren 10-Methyl-Palmitinsaure (40, 75 pM), Olsaure (40, 50 pM),
y-Linolensédure (20, 30 uM) und Arachidonsaure (30, 40 puM) verursachten einen Anstieg
der Fluoreszenzintensitat. Die nach mindestens 15 min erreichte Maximalintensitat 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 lonen in den Matrixraum
genutzt wird. Eine ausfuhrliche Beschreibung dieser Vorgange ist bei Alberts et al. (1997)
zu finden. Dieser durch das MMP aufgebaute, elektrochemische Protonengradient wird
unter anderem auch fiir den Import vorf‘@anen aus dem Zytosol in das Mitochondrium
genutzt. Das Calcium kann dann dort in Form von Calciumphosphat gespeichert werden.
Petronilli et al. 1993) zeigten, daR im vitro gehaltene Mitochondrien €aonen und
Palmitat die Poren6ffnung modifizieren bzw. anregen. Dies soll zu einer Freisetzung von
Ce*-lonen fithren und dadurch andere Mitochondrien zur Porenéffnung anregen (Anstieg
des MMP). Eine Reduktion des MMP erfolgt erst viel spater. Petit et al. (1996) beschreiben
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in einem Ubersichtsartikel, daR eine Induzierung der Porenéffnung von Mitochondrien eine
Vorstufe zur Apoptose darstelit. Wird von einer apoptotischen Wirkung der freien
Fettsduren ausgegangen, solte das MMP zu einem bestimmten Zeitpunkt
zusammenbrechen, da frihe Phasen der Apoptose mit dieser Reaktion einhergehen (Gorman
et al, 1997; Koester et al, 1997). In isolierten Erbsen-Mitochondrien konnte durch
Wirkung von Fettsauren (Linoly-Linolen-, Ol- und Palmitinsaure) eine Anderung bzw. ein
verzogerter 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 abhangig (Macho et al., 1996). Gemessene Anderungen des MMP konnten nicht
mit jedem Fluoreszenzfarbstoff fur das mitochondriale Membranpotential gemessen bzw.
nachvollzogen werden (Gorman et al., 1997). So beschreiben Poot et al. (1997) auch, dal3
in verschiedenen Studien zur Apoptose mit dem mitochondrialen Fluoreszenzfarbstoff JC1
eine spektrale Anderung des Emissionssignales nachgewiesen wurde, die bei dem Farbstoff
R-123 nicht beobachtet werden konnte. Die biochemische Basis dieses Phanomens ist bisher
noch nicht geklart. Eine gefundene Erhdhung des MMP durch Fettsauren steht also in
keinem Widerspruch zur Theorie bzw. Praxis der Apoptose-Induzierung.

Differenzierung und Apoptose von Keratinozyten

Einflul3 von Fettsduren auf die Differenzierung von Keratinozyten

Die Kenntnis der Bedeutung der Erhéhung des|G&ehaltes fiir die Differenzierung der
Keratinozyten legt es nahe, durch freie Fettsauren einen Einflul3 auf den Differenzierungs-
prozel3 zu vermuten. Dazu wurde nach Linolsdure- und Arachidonsaurezusatz die
Bestimmung von Involucrin und Filaggrin in HaCaT-Keratinozyten vorgenommen.

Involucrin, ein friher Differenzierungsmarker, zeigte weder nach 24 noch nach 48 Stunden
nach Fettsdurezugabe (Arachidonsaure) eine veranderte Expression (Abb. 26 A, B).

Der Filaggrinnachweis wurde unter Einfluf3 von Linolsdure untersucht. Auch bei diesen
Experimenten konnte nach 24- und 48-stindiger Fettsdureexposition keine Veranderungen
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
Fettsaureeinwirkung auf humane Keratinozyten; A, C EtOH 0,2%;
B 10 uM Arachidonséaure; D 25 pM Linolsaure

Diskussion

Die storungsfreie Differenzierung von Keratinozyten stellt eine entscheidende
Voraussetzung fur 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 gestort. Das
Ergebnis dieser Storungen wird bei einer Vielzahl von Dermatosen klinisch manifest
(Menon und Elias, 1991). Eine grol3e Zahl von Untersuchungen belegt diese
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Zusammenhange (u. a. Fartasch et al., 1992, Griffiths et al., 1992). Die Proteine Involucrin
und Filaggrin sind fur die Differenzierung des Keratinozyten zum Corneozyten von zentraler
Bedeutung. Sie sind gewissermal3en die Vorboten der beginnenden Differenzierung und
treten daher in ihrer Expression sehr friih in Erscheinung. Die schematische Darstellung der
Epidermis (Abb. 27) von Eckert und Welter (1996) zeigt die morphologisch zeitliche
Zuordnung der hdchsten Expression von Involucrin und Filaggrin wéahrend des
Differenzierungsablaufes.
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Abb. 27 Schematische Représentation von Bereichen der Genexpression wichtiger
Proteine in der Epidermis (BL- basal lamina).
(modifiziert nach Eckert und Welter, 1996)

Eine Anderung der extrazelluliren “G&onzentration in der Kultur von HaCaT-
Keratinozyten und der Einsatz von 1,25-Dihydroxyvitamin D konnte eine erhohte
Expression von Involucrin hervorrufen (Ratnam et al., 1996). Paramio und Jorcano (1997)
zeigten, dall es durch Inhibierung der Tyrosinkinase =zu einer verzdgerten
Involucrinexpression kommt. Allgemein konnte auch nachgewiesen werden, daf? Involucrin
ein sehr friher Differenzierungsmarker ist und noch vor Loricrin, welches wichtig fur die
Bildung des cornified envelope’s ist, gebildet wird. Es wird schon sehr zeitig im Stratum
spinosum exprimiert und ist eng an der Auspragung der cornified envelope beteiligt. In der
Proteinhille des Corneozyten sorgt es als eine Art Matrix, im Verband mit weiteren
Proteinen flr die Verankerung der Keratinfilamente (Ishida-Yamamoto et al., 1997).
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Die Fettsauren Arachidonsadure und Linolsaure erbrachten keine nachweisbaren Anderungen
in der Expression von Involucrin bzw. Filaggrin bei HaCaT-Keratinozyten. Obwohl die
Fettsauren eine Erhéhung des®C3ignals hervorrufen, konnte kein Nachweis einer
Expressionsénderung fur eine zellulare Differenzierung gefihrt werden. Demgegeniber sind
Storungen in der Fettsauresynthese von Keratinozyten mit Folge einer gestdrten
Zusammensetzung und Funktion der intercorneozytaren Lipidbilayer als Ausdruck einer
gestorten Differenzierung bekannt (Imokawa et al., 1989). Durch topische Applikation von
Fettsduren kann diese Storung substituiert werden, wodurch die reduzierte
Permeabilitatsbarriere wieder stabilisiert wird (Buslau und Th&86, 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 extrazellulare Signale ausgel6st, wie z.B.
Verlust essentieller Wachstumsfaktoren, Aktivierung bestimmter Zelloberfl&z®mioren,
Einwirken von Glukokortikoidhormonen oder DNA-schadigenden Agenzien (Stewart,
1994, Paus et al., 1995, Noll und Eschborn, 1997, Rudin el%l7) Diese Signale
initieren das intrazellulare ,Zelltod“-Programm, welches ed® novo Genexpression
erfordert. Morphologische und biochemische Analysen apoptotischer Zellen lassen
charakteristische Merkmale wie Kondensation des Zytoplasmas, Verlust der
Plasmamembran-Mikrovill, 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 schliel3lich in apoptotische
Korperchen, die durch Phagozytose eliminiert werden (Hess et al., 1997).

Der programmierte Zelitod spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des normalen
Zellumsatzes. Im Verlauf der Embryogenese (Eijende et al., 1997), der Metamorphose und
der endokrin-abhangigen 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 maf3geblich an der Entwicklung
und Progression maligner Tumoren beteiligt (Raskin, 1997).

Fur die Charakterisierung des programmierten Zelltodes stehen unterschiedliche Methoden
zur Verfiilgung. Die Abbildung 27 gibt einen Uberblick tiber einige instrumentalanalytische
Maglichkeiten des Apoptosenachweises.
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Abb. 28 Madoglichkeiten der Detektion apoptotischer Zellen
(modifiziert nach Boehringer Mannheim, 1996)

Eine der frihesten erkennbaren Phasen der Apoptose sind strukturelle Veranderungen in
den Membranen der Zelle. Es kommt zu einer Erhohung des Anteils der gesattigten
Fettsauren, die in Phospholipiden enthalten sind. Hierbei steigt hauptséachlich der Anteil der
gesattigten Fettsaurenseitenkette in Phosphatidylserin, -inositol und -ethanolamin, in
Phosphatidylcholin dagegen nicht. Diese Veranderungen kénnen dramatische Auswirkungen
auf die Membranfluiditat beinhalten und vielleicht den Weg von Endonukleasen in den
Zellkern ebnen (Singh et al, 1996). Mit Hilfe von Translokasen, die hierfir Calcium
bendtigen, gelangt Phosphatidylserin  von der inneren auf die &ulRere
Zellmembranoberfllache der Zelle (Bevers et al., 1996).

Diese Translokation in der friihen 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 Vorgange der
Translokation von Phosphatidylserin und dessen Nachweis mit Annexin-V
(modifiziert nach Calbiochem-Novabiochem, 1997)

Die Kombination von Annexin-V-FLUOS und Pl ermdglicht am Durchflu3zytometer die
Diskriminierung von vitalen, apoptotischen, spatapoptotisch/nekrotischen Zellen und die
von Zellkernen. In der Abbildung 30 werden die zu erwartenden Fluoreszenzsignale
zusammengefalit.
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Abb. 30 Zu erwartende Signalintensitaten 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 &uf3eren
zytoplasmatischen Membran und sind somit fir Annexin-V-FLUOS positiv. Da
apoptotische Zellen auch durch kultivierungsbedingte Einflisse ihre Membranintegritat
verlieren kénnen, war eine Unterscheidung von spatapoptotischen und rein nekrotischen
Zellen nicht maglich.

Nachweis der Apoptose von Keratinozyten unter Einfluf3 von Fettsduren mit
Annexin-V-FLUOS

Unbehandelte HaCaT-Keratinozyten zeigen ein niedriges Signal von Annexin-V-FLUOS
und Pl (Abb. 31), ein Zeichen fur das Vorliegen Uberwiegend vitaler Zellen mit geringen
Apoptoseanteil. Demgegenuber ist unter Einwirkung von 30 pM Linolsaure eine
Apoptoseinduktion nachweisbar bei unveranderter Vitalitat der Zellpopulation (Abb. 32).
Die Einwirkzeit der Linolsédure betrug 24 Stunden.



104

53

13.9%

103
N

102
Ll

10%

spatapoptotisch/
nekrotisch

101
]

1 79%

Fluoreszenz-PI

vital

100

7,1%

apoptotisch

100

10t

10?

103 104

Fluoreszenz-Annexin-v ——»»
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Abb. 32 Anderung des Anteils apoptotischer HaCaT-Zellen mit Annexin-V-FLUOS

in HBSS-LAsung mit 30 uM Linolsaure
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Apoptoseinduktion in Abhangigkeit von der Fettsdure-Konzentration

Weiterfihrende Untersuchungen belegen, dal3 der Grad der Apoptoseauslosung von der
Fettsaurekonzentration abhéngig ist. So ist mit Konzentrationen von 50 puM bis 75 uM
10-Methyl-Palmitinsadure verstarkt die Apoptose auslosbar, wobei der Anteil der vitalen
Zellen fast proportional zum Anstieg der apoptotischen Zellen abnimmt. Die Anzahl der
nekrotischen bzw. spétapoptotischen Zellen verénderte sich dagegen mit steigender
Fettsaurekonzentration nicht (Abb. 33). Die Olsaure (Abb. 34) zeigte schon bei einer
Konzentration von 45 puM bis 50 uM einen drastischen Anstieg des Anteils apoptotischer
Zellen, wobei gleichzeitig der Anteil der spatapoptotisch-nekrotischen Zellen nahezu
unverandert blieb.
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Abb. 33 Induktion der Apoptose
Anderung des Verhaltnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-
Zellen nach 24 h als Funktion der 10-Methyl-Palmitinsaure-Konz.; n=4
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Abb. 34 Induktion der Apoptose
Anderung des Verhaltnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-
Zellen nach 24 h als Funktion der Olsaure-Konz.; n=4

Im Gegensatz zu den Befunden mit Olsaure ist beim Einsatz von Linolsdure ein
kontinuierlicher Anstieg apoptotischer Zellen mit zunehmender Linolsaure-Konzentration zu
beobachten (Abb. 35). Beim Einsatz vgfLinolensaure beginnt die starke Zunahme
apoptotischer Zellen im Konzentrationsiibergang von 20 uM bis 25 uM mit deutlicher
Abnahme des vitalen Zellanteils (Abb. 36). Der Anteil der spéatapoptotisch-nekrotischen
Zellen war auch unter diesen Bedingungen unveréandert.
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Abb. 35 Induktion der Apoptose

Anderung des Verhaltnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-
Zellen nach 24 h als Funktion der Linolsaure-Konz.; n=4
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Abb. 36 Induktion der Apoptose

Anderung des Verhaltnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-
Zellen nach 24 h als Funktion dey-Linolenséaure-Konz.; n=4
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Vergleichbar mit den Befunden der vorgenannten Fettsauren a3t sich auch mit
zunehmender Arachidonsaure-Konzentration ein steiler Anstieg apoptotischer Zellen
nachweisen, allerdings schon bei Konzentrationen von 35 uM bis 40 uM Arachidonsaure

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

Arachidonsaure [uM]

Anderung des Verhaltnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer HaCaT-
Zellen nach 24 h als Funktion der Arachidonsaure-Konz.; n=4

Am Beispiel der Reaktion auf Olsaure kann ein Vergleich der Apoptoseinduktion zwischen
nativer Keratinozyten und HaCaT-Keratinozyten vorgenommen werden (vgl. Abb. 34 und
Abb. 38). Grundsatzlich verhalten sich beide Zellsysteme gleich. Allerdings ist der Anstieg
apoptotischer Zellen bei nativen Keratinozyten bereits bei geringen Olsaure-
Konzentrationen nachweisbar und erreicht mit 45 pM eine maximale Reaktion.
Interessanterweise erfolgt bei nativen Keratinozyten im Gegensatz zu HaCaT-Zellen mit
dem Anstieg apoptotischer Zellen auch eine Zunahme spéatapoptotischer und nekrotischer

Zellen.
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Abb. 38 Induktion der Apoptose
Anderung des Verhaltnisses vitaler, nekrotischer und apoptotischer nativer
Keratinozyten nach 24 h als Funktion der Olsaure-Konz.; n=4

Zeitlicher Ablauf der Apoptose nach Induktion mit freier Fetts&ure

Die folgenden Befunde beziehen sich auf Untersuchungen mit 2-stindiger Fettsaure-
inkubation und Messung der Apoptose direkt nach dieser Einwirkungszeit oder bei
erfolgtem Mediumwechsel nach 24 Stunden. Dabei ergab sich, dal3 bereits nach 2 Stunden
Inkubation von HaCaT-Keratinozyten myLinolensaure Apoptose nachgewiesen werden
konnte (Abb. 39), wobei vergleichbare Befunde wie bei 24-stiindiger Fettsaure-Einwirkung
erhoben werden konnten (Abb. 36). Ein kontinuierlicher Anstieg apoptotischer Zellen ist in
dem Bereich von 10 puM bis 40 pM-Linolensaure zu beobachten. Der Antell
spatapoptotisch-nekrotischer Zellen nahm im gleichen Ausmald bis zu einer Konzentration
von 30 pMy-Linolensaure zu.

Wurde nach 2-stuindiger Inkubation die Zellkultur mit fettsdurefreiem Medium bis zu 24
Stunden fortgesetzt und dann der Anteil apoptotischer Keratinozyten bestimmt, konnte
bereits mit 15 pM y-Linolenséure ein Anstieg der apoptotischen Keratinozyten
nachgewiesen werden (Abb. 40). Die Rate der spatapoptotisch-nekrotischen Zellen war in
etwa gleichbleibend konstant.
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Diskussion

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen der Einwirkung von freien Fettsauren auf
HaCaT-Zellen gefolgert werden, dal3 freie Fettsduren in der Lage sind, Apoptose zu
induzieren. Mit steigender Fettsdaurekonzentration stieg auch der Anteil apoptotischer
Zellen, die deutlich durch ein erhdhtes Annexin-V-FLUOS Signal, aber niedriges PI-Signal,
nachzuweisen waren (Abb. 31 bis Abb. 38). Mit steigender Kettenldnge und Zunahme der
Doppelbindungen wurde eine Apoptoseinduzierung bei niedrigeren Fettsaure-
konzentrationen erreicht. Die Analyse der Ergebnisse lieferte keinen Hinweis auf die
Regulation der Apoptoseinduzierung. Denkbar ware, dal3 als einziger Vertreter der
gesattigten Fettsauren, die 10-Methyl-Palmitinsdure tUber den Sphingomyelin-Zyklus die
Apoptose induziert. Der Sphingomyelin-Zyklus beinhaltet den standigen Auf- und Abbau
des Sphingomyelins Uber Ceramide durch das Enzym Sphingomyelinase. Wird die
Sphingomyelinase getriggert durch exogene Agonisten, kommt es zu einem UberfluR an
Ceramiden, die ihrerseits zur Induktion der Apoptose fihren konnen (Geilen et al., 1997
und Paumen et al, 1997). Die ungesattigten Fettsduren werden mit hoher
Wahrscheinlichkeit tGber den Weg der Lipidperoxidation den programmierten Zelltod
auslosen (Chen et al., 1997, Czech et al., 1997).

Eine Induzierung der Apoptose wurde auch schon bei einer kurzen Einwirkzeit (2 h) von
y-Linolensaure beobachtet (Abb. 39). Wurde die freie Fettsaure durch Mediumwechsel nach
2 Stunden entfernt, erfolgte dennoch keine Reorganisation der Zellen in den originaren
Zustand. Der eingeleitete Apoptoseprozeld ist demzufolge auch nach dieser verkirzten
Fettsaure-Inkubationszeit irreversibel (Abb. 40).

Native Keratinozyten, die dem vivo System menschlicher Epidermis mehr entsprechen als
HaCaT-Keratinozyten, zeigten erwartungsgemalf ebenfalls Apoptose (Abb. 38). Allerdings
war der spatapoptotische bzw. nekrotische Anteil von vonherein héher als die apoptotischen
Zellen, bzw. beide Anteile stiegen parallel an. Die nativen Keratinozyten reagieren viel
sensitiver auf die Olsaure als die HaCaT-Zellen, welches sich in einer viel deutlicheren
Abnahme der lebenden Zellen ausdriickt.

Apoptosenachweis mit dem TUNEL-Test

Die Messung der Apoptose durch Translokation von Phosphatidylserin ist eine Methode,
die allein auf Membranveranderungen beruht. Im weiteren Ablauf der Apoptose treten auf
molekularer Ebene DNA-Fragmente auf, die auf die Wirksamkeit von Endonucleasen (oft
Ce*-, Mg**- abhangig) zuriickzufiihren sind (Paus et al., 1995, Darzynkiewicz et al., 1997).
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Der Grad und das Ausmald 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 haufig zur
Charakterisierung der Apoptose eingesetzt (u.a. O'Brien et al., 1997, Eijende et al., 1997).
Das typische Zeichen fir das Vorliegen apoptotischer Zellen ist eine DNA-Leiter. Der
Nachweis dieser Bruchstiicke ist mit der Durchflu3zytometrie moglich und kann Hinweise
auf das Vorliegen und dem Anteil apoptotischer Zellen geben. Als Positivkontrolle beim
Nachweis der Apoptose am Durchfluizytometer 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, Durchflu3zytometer)

Bei HaCaT-Zellen, die mit Olsaure behandelt wurden, konnte eine DNA-Fragmentierung
nachgewiesen werden. Bereits eine Konzentration von 15 pM Olsaure zeigte eine
beginnende DNA-Fragmentierung (Abb. 42). Mit steigender Konzentration wurde eine
Zunahme der DNA-Fragmentierung erzielt, die bei einer Konzentration von 45 uM Olsaure
hier ein Maximum erreichte (Abb. 43).
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Abb. 42 Nachweis von DNA-Fragmenten in HaCaT-Zellen nach 24-stindiger
Einwirkung von 15 uM Olsaure (TUNEL-Technik, DurchfluRzytometer)
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Abb. 43 Nachweis von DNA-Fragmenten in HaCaT-Zellen nach 24-stindiger
Einwirkung von 45 uM Olsaure (TUNEL-Technik, DurchfluRzytometer)
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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 Fettsauren
bestatigt werden.

Apoptosenachweis Uber Histon-assoziierte-DNA-Fragmente

Der Cell Death Detection ELISA (Boehringer Mannheim) Test beruht auf dem Nachweis
zytoplasmatischer Histon-assoziierter DNA-Fragmente nach induzierter Apoptose.

Fir diesen Test wurden die Fettsaure-Konzentrationen eingesetzt, bei denen mit Annexin-
V-FLUOS eine minimale bzw. maximale Apoptose-Induktion nachgewiesen werden konnte
(Abb. 44). Zunachst ist festzustellen, daf’ bei jeder Fettsaure-Inkubation eine gegeniber der
Kontrolle erhdhte Apoptoserate nachweisbar war. Darlber hinaus war durch die Steigerung
der Konzentration von 10-Methyl-Palmitin-, Linol- ugd.inolenséure auch eine signifikant
hohere Apoptoserate meRRbar. Das trifft fiir Olsdure und Arachidonsaure nicht zu. Bei diesen
Fettsauren konnte durch erhthte Konzentrationen das Apoptosesignal nicht weiter
gesteigert werden.
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I [ niedrig

800 B Kontrolle
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400 4

% apoptotische Zellen zur Kontrolle

0 -
0 50 75 0 45 50 0 30 75 0 25 40 0 35 40 uM
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Abb. 44 Vergleich der Apoptoseraten von HaCaT-Zellen nach 24-stindiger
Einwirkung strukturell unterschiedlicher Fettsauren (* signifikanter
Unterschied im Vergleich zur niedrigeren Konzentration (p<0,05); n=6)
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Diskussion

Insgesamt ist unter Einflu3 von LinolyLinolen- und Arachidonsaure eine signifikant
hohere apoptoseinduzierende Wirkung nachweisbar. Grundsétzlich lag bei diesen Fettsauren
die Apoptoserate Uber 400 % gegenliber denen der Kontrolle. Allgemein zeigen Fettsduren
mit mehr als einer ungesattigten Bindung stéarkere Apoptose als ihre gesattigten Vertreter,
wobei die Olsaure scheinbar eine Mittelrolle einnimmt. Ein Alternativweg zwischen
Sphingomyelin-Zyklus-auslésender Apoptose (10-Methyl-Palmitinsaure), Olsaure und
Lipidperoxidation auslosender Apoptose (Linoj-Linolen- und Arachidonsaure) ware
denkbar. Eine Aussage uber den Anteil nekrotischer Zellen ist mit diesem Test nicht
moglich.

Einflul von freien Fettsauren 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 bt p53 einen signifikanten und dosisabhangigen Effekt auf
die Initierung der Apoptose aus, aber nur, wenn die induzierenden Agenzien DNA-
Strangbriiche hervorgerufen haben.

Die derzeitige modellhafte Vorstellung zur p53-Funktion in der Apoptose lassen sich
folgendermal3en zusammenfassen:

* p53 wird durch DNA-Schéaden senkdtert 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, dafd 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 fir die Regulation des apoptotisches Zelltodes
Hohepunkt des apoptotischen Zelltodes ist die Phagozytose der sterbenden
Zelle. Die beiden Zelltod-Repressoren BCL-2 und ICE sind Mitglieder einer
grofRen Genfamilie (BCL-2-Familie, ICE Interleukin Converting Enzym-
Familie) (Calbiochem-Novabiochem p53 ELISA Kit)

Die ubiquitare Verbreitung des Tumorsuppressorproteins und dessen hohe Frequenz von
Mutationen in humanen Malignomen zeigt, dall 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. Liubbe
et al.,, 1994, Wang et al.,, 1995, Lehmann et al.,, 1996) mit dem Ziel, die Grinde der
Mutationen zu klaren bzw. ihre Auswirkungen auf die Zellen zu charakterisieren. In der
Haut erfullt das Protein p53 wichtige Schutzfunktionen, die einer durch UV-Licht erzeugten
Schédigung entgegenwirken sollten (Oram et al., 1994, Rees, 1995, Urano et al., 1995).
Die p53-Bestmmungen an Keratinozyten wurden bisher hauptsachlich nach UV-
Bestrahlung durchgefuhrt (Gniadecki et al., 1997).

Es wurde das mutierte p53 nachgewiesen, welches in HaCaT-Zellen auf beiden Allelen
mutiert ist (Boukamp et al., 1995). Die Fettsdyrkinolensaure fiihrte mit steigender
Konzentration zu einer Abnahme des melRbaren p53-Signals in den HaCaT-Zellen (Abb. 46)
nach einer Einwirkzeit von 24 Stunden. Die statistische Auswertung ergab ein signifikantes
Ergebnis aller eingesetzten Fettsaurekonzentrationen gegenuber 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 dey-Linolenséaure-
Konzentration; n=4; Kontrolle mit EtOH; * p < 0.05

Naheliegend war die Frage, ob es einen zeitlichen Einflu3 der Fettsdure auf die
p53-Expression gibt. Wie aus der Abbildung 47 ersichtlich, kommt es schon nach 3 Stunden
Fettsaureeinflu zu einer signifikanten konzentrationsabhéngigen p53-Abnahme. Die
Ergebnisse nach 6 Stunden bzw. 24 Stundenolensdureinkubation lassen keine weiteren
Anderungen in der p53-Expression von HaCaT-Zellen erkennen.
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Abb. 47 p53-Expression in HaCaT-Zellen als Funktion dey-Linolenséaure-
Konzentration und der Zeit; n=3; Kontrolle mit EtOH; * p < 0.05
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Weiterhin wollten wir klaren, inwieweit die Fettsauren einen Einfluld auf die Expression von
mutierten p53 in HaCaT-Zellen haben. Eine Erniedrigung von wt-p53 ist durch eine
Uberexpression 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 au3erdem
gegenuber wt-p53 eine viel hthere Halbwertszeit (wt-p53 ca. 30 min und mt-p53 > 3 h) und
Ist auch verstarkt im Zytoplasma nachzuweisen und kann auf einen funktionelle Inaktivitat
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 unterdriicken, sind in der Literatur beschrieben. So konnte Carrier et al. (1996)
zeigen, dal3 das Protein Gadd45 in der LymphoblastiniZegWI-L2-NS) verstarkt
mt-p53 bindet. Burkart (1994) erwdhnt die Bindung von mt-p53 an das zellulare
Hitzeschockprotein und die weitere Mdglichkeit, mit MDM2 Komplexe zu bilden. Auch
Meltzer (1994) beschrieb die wichtige Balance zwischen p53 und MDM2 als stabile
Kontrolle fur die Zellzyklusprogression und Apoptose. Weiterhin wurde von Avita et al.
(1994) berichtet, dal3 die Applikation des Flavonoids Quercetin an menschlichen
Brustkrebszellen eine Senkung der mt-p53 Expression hervorruft. Eine Bestatigung einer
dieser hier erwahnten regulativen Mdglichkeiten 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
Expressionsédnderung von mt-p53 durch unterschiedliche Fettsdurekonzentrationen kénnte
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 mdgliche
Erniedrigung der p53-Expression durch eine eingeleitete Differenzierung von
Keratinozyten. Allerdings konnte bei unseren Untersuchungen an HaCaT-Zellen unter
Fettsaureeinwirkung keine Anderung der Differenzierungsmarker Involucrin und Filaggrin
nachgewiesen werden.

Exprimierung der Proteine bcl-2 und bax in Abhangigkeit zur Fettsdure-konzentration

Das bcl-2 Protein ist in den Membranen des Kerns, des endoplasmatischen Reticulums und
der Mitochondrien lokalisiert. Eine gesteigerte Expressionsrate bzw. erhohte Proteinmengen
von bcl-2 konnten in zahlreichen Tumoren hamatopoetischer Systeme sowie verschiedener
Gewebe wie Lunge, Prostata und Darm nachgewiesen werden (Reed, 1995). Das bcl-2
suppmiert die Irduktion des apoptotischen Zelltodes, der durch unterschiedliche Signale
und Effektoren ausgeltst wird (z.B. Chemotherapeutia, und UV-Bestrahlung,
Hitzeschock, p53, c-myc, TNF, €aVerlust essentieller Faktoren). Die Deregulierung von
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bcl-2 ist also maf3geblich an der Tumorentstehung beteiligt (Collins und VIB©5,
Chiarugi und Ruggiero, 1996). Das bcl-2 Protein (26 kd) enthalt hoch konservierte
Doménen, die mit anderen Proteinen heterodimerisieren kénnen und dadurch auch zur

Apoptoseinhibierung fuhrt.

Ein Anstieg des bcl-2 Proteins kdnnte man als Schutzreaktion der HaCaT-Zellen gegenuber
der Apoptoseinduktion durch freie Fettsduren ansehen. Nach Auswertung der
durchflulBzytometrischen Daten konnte keine Beeinflussung yonolenséure auf die
Expression von bcl-2 nachgewiesen werden (Abb. 48). Bei der Auswertung konnte nur bei
der Konzentration von 15 pM-Linolensdure 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 Dbcl-2-Expression in HaCaT-Zellen als Funktion dey-Linolenséure-
Konzentration; n=6; Kontrolle mit EtOH; * p < 0.05

Als Antagonist zu bcl-2 wurde die Expression des bax-Proteins untersucht. Eine Erhéhung
von bax solite das Apoptoseverhalten mal3geblich mitbestimmen. Die Ergebnisse zum
Einflud vony-Linolenséure auf die Expression von bax zeigten gegenuber der Kontrolle
keine Anderungen (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 dey-Linolenséure-
Konzentration; n=4; Kontrolle mit EtOH

Diskussion

Das bax Protein selbst fordert die Apoptose und unterdriickt die Tumorprogression. Es
kann mit bcl-2 Heterodimere bilden und somit Wirkungen von bcl-2 unterdriicken (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
Proliferationr®—— 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 héher als
in Melanozyten, aber ein Fortschreiten der Differenzierung fiihrte zu einer Abnahme von
bcl-2 in den Keratinozyten. Eine Verénderung der Expression des bax Proteins konnte nicht
festgestellt werden. Mit Cisplatin behandelte Hodenkrebszellen (Linie NT2) zeigten einen
frihen Anstieg der bax Expression nach 24 Stunden, nachdem erste Apoptosesignale
beobachtet wurden (Boersma et al., 1997).

Nach den Untersuchungen fiihrt giinolenséure bei HaCaT-Keratinozyten nicht zu einer
nachweisbaren Expressionsanderung der Apoptose-assoziierten Proteine bcl-2 und bax.
Der scheinbare Anstieg von bcl-2 (Abb. 48) bei hoherer Fettsaurekonzentration ist
signifikant gegenuber der Kontrolle. Selbst wenn dieser Anstieg eine tatsachliche
Expressionserhéhung von bcl-2 widerspiegeln sollte, so ist der Apoptosemechanismus zu
weit fortgeschritten. Das bax-Protein blieb Uber die gesamte Fettsdurekonzentration
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unverandert. Entweder die eingeleitete Apoptose ist bax-Protein unabhangig oder eine
Anderung konnte mit den eingesetzten Mitteln nicht nachgewiesen werden.

Western-Blotting von p53- und MDM2-Protein

Neben der DurchfluRzytometrie zur Bestimmung bestimmter zellularer Proteine ist das
Verfahren des Western-Blotting eine klassische Protein-Trennmethode. Durchfluf3-
zytometrisch konnte das mt p53-Protein ipestt und eine Abhangigkeit dgzb3-Signals
hinsichtlich der eingesetzten Fettsaurekonzentration gefunden werden. Auf3erdem wurde
darauf hingewiesen, dal3 eine mdgliche Herunterregulierung von mutiertem p53 ursachlich
in einer Uberexpression von MDM2-Protein in HaCaT-Zellen begriindet sein konnte. In
Abbildung 50 ist der Nachweis von p53 mittels Western-Blotting dargestellt.
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Abb. 50 Gelchromatografischer Nachweis der p53-Expression in HaCaT-Zellen nach
Einwirkung von y-Linolenséure (Western-Blotting)

Gel | zeigt die deutliche Abnahme der Bandenstarke des p53-Signals mit steigender
Fettsaurekonzentration. Im Gel Il mit verlangerter Laufzeit konnte die Konzentrations-
abhéngigkeit des p53-Signals bestatigt werden. Aus der optischen Dichte der Gelbanden ist
ein wahrscheinlicher linearer Zusammenhang zwischegd@olensaurekonzentration und

der Abnahme des p53-Signals abzuleiten (Abb. 51).
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Abb. 51 Optische Dichte des gelchromatografischen Nachweises der p53-Expression
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Abb. 52 Gelchromatografischer Nachweis der MDM2-Expression in HaCaT-Zellen
nach Einwirkung von y-Linolensaure (Western-Blotting)
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Aul3erdem wurde ein gelchromatografischer Nachweis der MDMZ2-Expression gefuhrt
(Abb. 52). Der Pfeil in Abbildung 52 markiert die Stelle der mdglichen MDM2-Bande im
Gel Ill. Auf Grund der Zunahme der MDM2-Bande mit steigender Fettsdurekonzentration
konnte von einer Expressionserhohung ausgegangen werden. Als theoretisches Ergebnis
kann angenommen werden, dal3 das mt-p53-Protein vom MDM2-Protein gebunden wird.
Die Abnahme der p53-Konzentration kann einerseits durch steigehamlensaure-
konzentrationen hervorgerufen sein; andererseits ist es denkbar, dal3 eine Erhéhung 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
y-Linolensdure-Konzentration ist mit einer Expressionserhéhung von MDM2 verbunden.
Bestatigende Versuche mussen noch gefiihrt werden.

Die Expressionsédnderung von mt-p53 unter Einflu3 ydmolensédure konnte mit der
Western-Blot-Technik  bestétigt werden. Da  grundsatzlich  immer  gleiche
Proteinkonzentrationen verwendet wurden, wurde auf einen intrazellularen konstanten
Marker, wie z.B. Actin, verzichtet. Auf Grund der besonderen Eigenschaften von
Keratinozyten in bezug auf eine mdgliche Induzierung der Differenzierung durch freie
Fettsauren kann eine Anderung von Actin als Marker nicht ausgeschlossen werden. Actin ist
mit hoher Wahrscheinlichkeit im Differenzierungsproze von Keratinozyten (Anderung des
Zytoskelettes) beteiligt und unterliegt somit starken strukturellen Wandlungen in der Zelle.
So wurde zum Beispiel eine Reorganisation von Actin bei HaCaT-Zellen unter Einfluf3 von
Bradykinin von Coutant et al. (1997) beschrieben.

Da der Nachweis einer eventuellen verstarkten Expression von MDM2-Protein nicht
gesichert erscheint, ist die diskutierte MDM2-Beteiigung bei der gefundenen
mt-p53-Expressionsanderung noch nicht ausreichend geklart.
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DISKUSSION

Insgesamt gesehen lassen sich aus den vorliegenden Befunden zum Einflul} freier Fettsauren
auf in vitro kultivierte Keratinozyten eine Reihe von Mechanismen ableiten. Wir haben
versucht, eine Ubersicht zu den moglichen biochemischen Ablaufen zusammenzufassen,
wobei neben experimentell gesicherten Kenntnissen auch mehr oder weniger hypothetische
Ableitungen aufgenommen sind (Abb. 53).

Diffusion

proteinabhangiger Fettsauren

Transport
\ /| Anderung der Membranfluiditét

Sphingomyelin-Zyklus
Lipidperoxidation

Peroxi-
e som

Endonucleasen

AIF -Apoptose-induzierender
Faktor
ER -endoplasm. Reticulum
PS -Phosphatidylserin
Ym -mitochondriales Membranpotential

Zellkern

Abb. 53 Schema Uber mdgliche biochemische Reaktionen ausgelost durch freie
Fettsauren in humanen Keratinozyten (HaCaT)

Zunachst ist festzustellen, daf} durch freie Fettsduren in der Kultur von HaCaT-Zellen weder
wachstumsstimulatorische noch zelladhasionsfordernde Eigenschaften initiert werden. Freie
Fettsauren induzieren konzentrationsabhéngig die Apoptose und in hoheren
Konzentrationen auch die Nekrose von Keratinozyten.

Vorstellbar ist als erste Reaktion der Zelle auf die freie Fettsdure eine Anderung der
Membranfluiditat und intrazellular die Mobilisierung fettsdureabbauender Prozesse in den
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Mitochondrien bzw. Peroxisomen (3-Oxidation). Die vermehrte Bildung von Peroxisomen
nach Behandlung von Keratinozyten mit Fettsdure laf3t auf einen rasch ablaufenden
regulatorischen Prozel3 schlieRen. Eine Stimulierung des &R&Reptors konnte die
Ausbildung von Peroxisomen verursachen. Die Peroxisomen tbernehmen dabei neben den
Mitochondrien die-Oxidation der Fettsauren. Ziel dieser Vorgange ist, das Uberangebot
der Fettsduren auf schnellstmdglichen Weg auf einen intrazellularen Normalzustand zu
bringen. Wenn der 3-oxidative Abbauprozel3 fir eine Schadensregulierung nicht ausreicht,
leiten die Schutzmechanismen der Zelle die Apoptose ein. Es ist denkbar, dafl} die
Freisetzung von CG&lonen und die Anderung des mitochodrialen Membranpotentials im
gleichen Mafle 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
intrazellularem Calcium am ehesten wahrscheinlicher gerecht wird.

Calcium wird durch Strel3faktoren aus dem endoplasmatischem Reticulum freigesetzt und
filhrt zu einem Uber der Norm liegenden Calciumwert/@a’-Pumpen beférdern das
zytosolische Calcium in das Mitochondrium, um die zytosolisch hof&Koazentration

zu senken. Hierbei kommt es zu einer mitochondrialen Porenéffnung, in deren Zuge das
mitochondriale Membranpotential zusammenbricht (Selbstiberregulierung). In diesem
Aufschaukelungsprozel3 ist eine zeitweise Potentialerhbhung bis zur endgultigen
Porenoffnung der Mitochondrien gegeben (Petronilli et al., 1993; Bernardi, 1996).

Da die Fettsauren in der Kultur von HaCaT-Zellen keine mel3baren Expressionsanderungen
von Involucrin und Filaggrin hervorgerufen haben, ist davon auszugehen, dal3 der
ablaufende Differenzierungsprozeld der Keratinisierung des Keratinozyten nicht direkt
beeinflul3t wird.

Der gefundene Calciumanstieg konnte Uber die Stimulierung von Translokasen die
Translokation von Phosphatidylserin bewirken. Dies ist einer der ersten zur Zeit bekannten
Apoptoseschritte (Bevers et al., 1996). Weiterhin konnte die Erh6hung der intrazellularen
Ca*-Konzentration unspezifische Endonucleasen aktivieren, die die DNA fragmentieren.
Eine DNA-Fragmentierung konnte mit zwei unterschiedlichen Me3methoden nachgewiesen
werden.

Moglich wére auch eine Freisetzung von sogenannten Apoptose-induzierenden Faktoren
aus dem Mitochondrium als Antwort auf die mitochondriale Membranpotentialanderung
und dem spateren Zusammenbruch dieses Potentials als Einleitung zur Apoptose (Petit et
al,, 1996; Susin et al.,, 1997). Die Apoptoserate in den Keratinozyten war einerseits
abhangig von der eingesetzten Fettsdurekonzentration und andererseits von der Anzahl der
Doppelbindungen im Fettsauremolekil. Mit steigender Fettsdurekonzentration konnte eine
Steigerung der Apoptoserate nachgewiesen werden. Allgemein zeigten die Fettsauren mit
mehr als einer ungesattigten Bindung eine hthere Apoptose als ihre gesattigten Vertreter,
wobei die Olsaure scheinbar eine Mittelrolle einnimmt.
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In Abhangigkeit von der Struktur der Seitenkette sind zwei alternative Wege der
Apoptoseinduzierung maoglich. Geradkettige ungesattigte Fettsduren induzieren die
Apoptose durch die Lipidperoxidation. Dagegen bewirken verzweigtkettige und gesattigte
Fettsduren (10-Methylpalmtinsaure) die Apoptose Uber den Sphingomyelin-Zyklus, weil
eine Lipidperoxidation dabei auszuschlief3en ist.

Da gleichzeitig keine signifikanten Anderungen in der Expression von Apoptose-
assoziierten Proteinen wie bcl-2 und bax nachzuweisen sind, kann man davon ausgehen, dal3
diese Proteine bei den untersuchten Apoptosevorgéngen nicht primar beteiligt sind. Durch
die Methode des Western-Blotting liel3 sich eine Expressionserhdhung von dem Protein
MDM2 nachweisen und die Abnahme des mt-p53-Signals bestatigen. MDM2 besitzt die
Maoglichkeit, mt-p53 zu binden. Damit konnte die gefundene Signalverringerung von mt-
p53 erklart werden.

Ob die mogliche Erniedrigung der p53-Expression wahrend der ablaufenden Differenzierung
von Keratinozyten (Weinberg et al., 1995) von Bedeutung ist, kann nicht ausgeschlossen
werden, obwohl durch Fettsduren keine Verédnderung der Involucrin- und
Filaggrinexpression nachgewiesen wurde.
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ZUSAMMENFASSUNG

An HaCaT- und nativen Keratinozyten konnte unter in vitro Bedingungen der Einflul3 freier
Fettsauren auf den Ablauf und die Regulation verschiedener Prozesse nachgewiesen
werden. Die Morphologie der Zellen wird nach Kontakt mit freien Fettsauren entscheidend
verandert. Eine Arretierung in bestimmten Phasen des Zellzyklus unter Fettsaure konnte
nicht nachgewiesen werden, ebenso auch keine Erh6hung der Expression des Zellzyklus-
assoziierten Antigens PCNA. Dagegen fuhrte Linolensdure zu deutlichen ultrastrukturellen
Veréanderungen in der intrazellularen Organellenstruktur, die wahrscheinlich durch eine
verstarkte Ausbildung von Peroxisomen gekennzeichnet war.

Hinsichtlich der Einwirkung freier Fettsduren auf den Differenzierungsablauf humaner
Keratinozyten wurden Untersuchungen zur Expressionsadnderung von Involucrin und
Filaggrin gefuhrt. Ein mdglicher Nachweis einer Expressionserh6hung von Involucrin bzw.
Filaggrin unter dem EinfluR freier Fettsduren konnte nicht erbracht werden.

Fiir einen quantitativen Nachweis der’Blanen ist die Ermittlung der minimalen und
maximalen FluoreszenzintensitatF Fna) und die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen
Ca*-Konzentationen (F) notwendig. Mit dem lonophor A23187 und dem Calcium-
Calibration Kit ist die Bestimmung von F,nF und Fa.x moglich sowie die daraus
resultierende  mathematische Herleitung der fir dieses System gegebenen
DissoziationskonstantensKMit diesen Parametern kann eine Eichkurve fiif*@anen

erstellt werden.

Konzentrationen von 500, 5000 pM Linolséure fuhrten in HaCaT-Zellen zu einem rapiden
intrazellularen Calciumanstieg Uber wenige Minuten. Linolsdure der Konzentrationen
10, 100 pM zeigte einen stetigen Anstieg des Calciumgehalts, gemessen am
DurchfluRzytometer. Hierbei scheint, daf} bei Anwesenheit von extrazellularem Calcium der
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration auf einem hoheren Niveau stattfindet.
Versuche mit Arachidonsaure (10 pM und 100 pM) am Fluoreszenzreader fuhrten zu den
gleichen Aussagen, die mit der Linolsdure am Durchflulzytometer ermittelt wurden.
Wesentliche Unterschiede in der Anderung defJCm Abhangigkeit von der Kettenléange

und -struktur der eingesetzten Fettsauren konnten nicht nachgewiesen werden.

Fettsauren filhren zu einer konzentrationsabhangigen Anderung des mitochondrialen
Membranpotentials. Sie induzierten eine Erhdhung des MMP Uber einen Zeitraum von bis
zu 2 Stunden.

Die Fettsauren, 10-Methyl-Palmitin-, Ol-, LinolsLinolen- und Arachidonsaure, sind in

der Lage, die Apoptose in Keratinozyten auszuldsen. Mit Hilfe des Annexin-V-FLUOS Kits
war die Translokation von Phosphatidylserin, als frihe Phase der Apoptose, nachweisbar.
Die Apoptoseinduzierung war abhangig von der Fettsdurekonzentration und von der Anzahl
ungesattigter Bindungen in den Fettsauren. Die eingeleitete Apoptose war nicht reversibel
bzw. konnte nicht mit Mediumwechsel (ohne Fettsdure) aufgehalten werden.
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Die Bildung von DNA-Fragmenten als Nachweis von Endonuclease-Aktivitaten wéahrend
der Apoptose konnte mit TUNEL-Technik und Cell Death Detection ELISA geflhrt
werden.

Das Tumorsuppressorprotein p53 liegt in der HaCadlliriéeals mutierte53 vor. Es ist

auf beiden Allelen mutiert. Wurden Keratinozyten yritinolensdure behandelt, konnte eine
konzentrationsabhangige Herunterregulierung des mt-p53-Signals nachgewiesen werden.
Eine Zeitabhéngigkeit war dabei nicht zu beobachten. Die Abnahme der mt-p53-
Konzentration mit steigendgrLinolensédurekonzentration in HaCaT-Keratinozyten konnte
mittels Western-Blotting bestétigt werden. Eine deutlich verstarkte Expression von MDM2-
Protein war nicht nachzuweisen. Die Ursache der mt-p53-Expressionabnahme durch
Fettsdure in HaCaT-Zellen konnte nicht geklart werden.

Die Einwirkung vony-Linolenséaure unterschiedlicher Konzentrationen auf HaCaT-Zellen
fuhrte zu keiner nachweisbaren Anderung der Expression der Apoptose-assoziierten
Proteine bcl-2 und bax.
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