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1. Einleitung

1.1 Psoriasis

1.1.1 Klinische Manifestation der Psoriasis

Psoriasis, die Schuppenflechte, ist eine chronisch entziindliche Erkrankung. Der Begriff
Psoriasis diffusa wurde erstmals von Robert Willan im Jahre 1798 fur eine squamése
Hauterkrankung bei Backern verwendet (Beswick 1957). Ferdinand Ritter von Hebra
beschrieb die Psoriasis im Jahr 1841 erstmals im heute gebrauchlichen Sinn (Schén und
Boehncke 2005).

Die typischen Effloreszenzen der haufigsten Form, der Psoriasis vulgaris, sind scharf
begrenzte erythematdse Plaques, die von silbrigen Schuppen bedeckt sind (Boehncke
und Schon 2015). Pradilektionsstellen sind die Streckseiten der oberen und unteren
Extremitaten, dabei besonders der Knie- und Ellenbogengelenke, die Periumbilikal- und
die Sakralregion, die Rima ani sowie die behaarte Kopfhaut. Die Auspragung kann stark
variieren; sie reicht von wenigen diskreten Lasionen (Psoriasis nummularis) tber eine
.landkartenartige® Verteilung (Psoriasis geographica) bis hin zur psoriatischen
Erythrodermie, einem schweren und potentiell lebensbedrohenden Krankheitsbild. Auch
der Verlauf zeigt erhebliche interindividuelle Unterschiede, wobei die Enden des Spektrums
einerseits die chronisch-stationare Plaque-Psoriasis mit monate- bis jahrelang stabilen
Plaques und andererseits die akut exanthematische Psoriasis sind. Die letzte Form wird
haufig durch systemische Provokationsfaktoren ausgelost und prasentiert sich mit
kleinherdig-disseminierten L&asionen (Psoriasis guttata oder Psoriasis punctata)
(Schon und Boehncke 2005).



Wenn in erster Linie die Intertrigines befallen sind, spricht man von einer Psoriasis inversa.
Wegen der Lokalisation in den Hautfalten mit feuchtem Milieu und ausgepréagter Friktion
finden sich bei dieser Form kaum Schuppen.

Neben der Psoriasis vulgaris kbnnen pustulése Verlaufe der Psoriasis, die durch sterile
Pusteln gekennzeichnet sind, auftreten. Man unterscheidet eine generalisierte Form
(Psoriasis pustulosa generalisata, von Zumbusch-Typ) von lokalisierten Formen an
Handflachen und Ful3sohlen (Psoriasis pustulosa palmoplantaris, Barber-Konigsbeck-Typ)
oder den Finger- und Zehenspitzen (Acrodermatitis continua suppurativa, Hallopeau-Typ).
Zwischen den Formen gibt es Ubergange, und man kennt auch provozierte pustuldse
Psoriasis-Formen, beispielsweise als paradoxe Reaktion auf TNFa-Antagonisten
(Wendling und Prati 2014; Famenini und Wu 2013). Neuere Ergebnisse genetischer
Assoziationsstudien legen nahe, dass manche Formen der pustuldsen Psoriasis als eigene
Entitat aufzufassen sind, die beispielsweise mit Mutationen im IL-36-Rezeptor-Gen

assoziiert sind (Marrakchi et al. 2011).

Eine Untersuchung an italienischen Psoriasispatienten zeigte, dass 77% der untersuchten
Psoriasis-Patienten eine Beteiligung der Nagel aufwiesen, vorherrschend dabei war eine
Onycholyse mit 79% (Brazzelli et al. 2011).

In dieser und in anderen Untersuchungen korrelierte der Schweregrad mit dem Nagelbefall
(Augustin et al. 2010b). Neben der Maximalform der Onycholyse finden sich die so
genannten Olflecken, Tulpfelnagel und Splitterblutungen. Zur Beurteilung des
Schweregrades einer Psoriasis hat sich der PASI Score (Psoriasis Area and Severity Index)
durchgesetzt. Der Algorithmus zur Berechnung des PASI bertcksichtigt die betroffene
Korperoberflache, die Auspragung des Erythems, die Induration sowie die Schuppung. Zur
Beurteilung des Schweregrades werden auch andere Instrumente und Kklinische
Bewertungsskalen, beispielsweise der Anteil der befallenen Kérperoberflache in Prozent
(,body surface area“, BSA) oder der Dermatology Life Quality Index (DLQI) eingesetzt
Nast et al. 2012).

Als haufigste extrakutane Manifestationsform der Psoriasis gilt die Psoriasis-Arthritis,
deren Haufigkeit mit etwa 20% aller Psoriasis-Patienten angegeben wird (Catanoso et al.
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2012; Finzel und Englbrecht 2011). Eine deutsche Querschnittsstudie an 2000 Patienten
zeigte eine Gelenkbeteiligung bei 19% der Falle (Radtke et al. 2009). Radiologisch findet
sich ein Nebeneinander von Knochenanbau- und -abbauprozessen. Die 1973 beschriebene
Klassifikation von Moll und Wright hat nach wie vor ihre Gultigkeit, wurde jedoch in neuerer
Zeit durch einfacher anzuwendende Algorithmen erganzt (Schoels 2014; Villani et al.
2014). Funf Untergruppen wurden beschrieben: Befall der distalen Interphalangeal-
Gelenke, asymmetrische Oligoarthritis, Polyarthritis, Spondylitis und die Arthritis multilans
(Moll und Wright 1973).

1.1.2 Histopathologische Veranderungen in psoriatischer Haut

Die gesteigerte Proliferation und fehlerhafte Differenzierung der Keratinozyten fihren zu
Akanthose (Vermehrung der lebenden epidermalen Zellschichten) mit Verbreiterung des
Stratum spinosum und elongierten epidermalen Reteleisten, Hyperkeratose (Verbreiterung
des Stratum corneum) und Parakeratose (Zellkerne im Stratum corneum als Ausdruck
gestorter terminaler Differenzierung). In der Dermis treten dilatierte und korkenzieherartig
gewundene Gefal3e auf, dariiber hinaus ist wegen der gesteigerten Angiogenese auch die
Zahl der BlutgefalRe deutlich erhéht. Als nahezu pathognomonisch kénnen die epidermal
akkumulierten neutrophilen Granulozyten, welche die Munro-Mikroabzesse bilden, gelten.
Die Freisetzung von Entziindungsmediatoren und die damit einhergehende Diapedese ist

ursachlich fur das gemischtzellige Infiltrat (Boehncke und Schén 2015).

1.1.3 Epidemiologie der Psoriasis

In den westlichen industrialisierten Staaten betréagt die Pravalenz der Psoriasis zwischen
1,5% und 3% der gesamten Bevdlkerung (Nevitt und Hutchinson 1996; Schén und
Boehncke 2005). Damit ist die Psoriasis sehr haufig. Da sie dartber hinaus lebenslange
Verlaufe zeigt, sind die Belastungen fur betroffene Patienten sowie die gesellschaftlichen
und soziobkonomischen Folgen erheblich. Prinzipiell kann die Erkrankung in jedem

Lebensalter erstmals auftreten, wobei allerdings zwei Inzidenzgipfel auffallen. Die Mehrheit
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der Patienten gehort zum early onset-Typ, bei diesen Patienten tritt die Psoriasis erstmals
zwischen dem 16. und 22. Lebensjahr wahrend der Adoleszenz auf. Ein zweiter
Inzidenzgipfel (late onset) findet sich in der sechsten Lebensdekade (Henseler und
Christophers 1985).

Auch bei Kindern ist die Psoriasis nicht selten; die Erkrankung tritt bei 0,5% bis 2% der
unter 18-Jahrigen auf (Fotiadou et al. 2014). In einer groRen deutschen Studie wurde
festgestellt, dass 0,71% der deutschen Kinder an Psoriasis leiden, wobei die Pravalenz
linear mit dem Alter ansteigt (Augustin et al. 2010a).

1.1.4 Atiologie

In den USA wurde bei eineiigen Zwillingen eine Konkordanz von ungeféahr 70% beobachtet,
bei zweieiigen immerhin noch von etwa 22% (Farber et al. 1974). In den letzten Jahren
wurden mehrere Genloci identifiziert, welche mit der Psoriasis assoziiert sind. Vor allem
der early onset-Typ, zu welchem etwa zwei Drittel der Falle gehdren, ist in der Regel durch
einen schwereren Verlauf gekennzeichnet und korreliert in einem hohen Mal3e mit HLA-
Cw6 (Henseler und Christophers 1985). Ebenso wurden Assoziationen mit den HLA- Typen
HLA-B13, HLA-B17, HLA-w57 und HLA-DR4 beschrieben (Sabat et al. 2007). Inzwischen
wurden zahlreiche so genannte PSORS (psoriasis susceptibility loci) entdeckt (Tsoi et al.
2012), welche allerdings in unterschiedlicher Haufigkeit gefunden wurden und nicht in allen
untersuchten Populationen reproduziert werden konnten. HLA-Cw6 ist mit Abstand das
am haufigsten mit Psoriasis assoziierte Gen; es befindet sich im PSORS 1-Lokus, welcher
in der MHC-Region (major histocompatibility complex) auf dem Chromosom 6p21 liegt und
vor allem beim early onset-Typ zu finden ist (Asumalahti et al. 2003).

Neben genetischen Faktoren spielen verschiedene exogene Einfllisse eine entscheidende
Rolle fur den Ausbruch und den Verlauf der Psoriasis, so dass die Genese dieser Krankheit
heute als multifaktoriell angesehen wird. Zahlreiche Medikamente, beispielsweise
Betablocker, Calciumantagonisten, Anti-Malaria-Mittel oder Lithium, kbnnen Psoriasis-
Schibe provozieren oder aggravieren, wobei manche dieser Assoziationen nicht

unumestritten sind (Dika et al. 2006; Basavaraj et al. 2010). Eine klinische Manifestation der
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Psoriasis, vor allem der Guttata-Form, zeigt haufig eine Korrelation mit einer kurz zuvor
stattgehabten Streptokokkeninfektion. In einer englischen Studie konnten bei 58% der
Patienten mit einer akuten Psoriasis guttata im Serum Antikdrper gegen Streptokokken
nachgewiesen werden (Telfer et al. 1992). Das erstmalige Auftreten der Psoriasis im
Kindes- oder Jugendalter folgt oft einer Streptokokken-Infektion des oberen Respirations-
traktes (Martin et al. 1996). Neuere Untersuchungen legen antigene Ahnlichkeiten zwischen
Streptokokken-Proteinen und menschlichen Keratinozyten nahe (Besgen et al. 2010).

Schlief3lich kbnnen nutritiv-toxische sowie exogene physikalische und chemische Faktoren
den Verlauf der Psoriasis beeinflussen. Verschlechterungen sind insbesondere durch
Rauchen (Emre et al. 2013) und Alkoholkonsum (Smith and Fenske 2000) induzierbar.
Starke ultraviolette (UV) Strahlung, mechanische Irritation oder Stérungen der epidermalen
Barrierefunktion kdnnen ebenfalls zur Exazerbation fiihren (Dika et al. 2007).

1.1.5 Immunpathogenese

Ursprunglich wurde die Psoriasis als reine Differenzierungsstorung der Keratinozyten
betrachtet. Nachweislich besteht eine verklrzte Differenzierungszeit und eine beschleunigte
Durchwanderung (Transitzeit) der Keratinozyten von der Basalschicht (stratum basale) in
suprabasale Schichten der Epidermis, resultierend in der charakteristischen und
histologisch sichtbaren Hyper- und -parakeratose. Immunhistochemische Untersuchungen
psoriatischer Lasionen zeigen neben den veranderten Keratinozyten ein dermales Infiltrat
aus CD4+- und CD8+-T-Zellen, wobei die CD4+- Lymphozyten dominieren. Intraepidermal
hingegen findet sich eine Haufung der CD8+-Zellen (Krueger 2002). Dartber hinaus sind
psoriatische Plaques durch Infiltration und Aktivierung verschiedener Makrophagen-
Populationen, dermaler Mastzellen sowie neutrophiler Granulozyten, die in den so

genannten Munro’schen Mikroabszessen in der Epidermis akkumulieren, gekennzeichnet.

Aus heutiger Sicht wird die Psoriasis als autoinflammatorische Erkrankung verstanden.
Dominierend sind dabei Zellen des Th-1- und Th-17-Subtyps. Eine These ist, dass bisher
unbekannte Antigene von antigenprasentierenden Zellen erkannt werden. Diese

internalisieren und prasentieren sie nach Einwanderung in drainierende Lymphknoten
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naiven T-Zellen. T-Zellen exprimieren L-Selektin (CD62L) an ihrer Oberflache, dieses
vermittelt das ,Rollen“ an Kohlenhydrat-Strukturen (Sialyl-Lewis™) der high endothelial
venules (HEV) im Lymphknoten. Die Expression von LFA-1 (Leukocyte Function-associated
Antigen-1, CD11a/CD18) ermdglicht es, anschlielRend feste Bindungen mit Immunglobulin-
artigen Liganden (beispielsweise Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), CD54) auf
Endothelzellen einzugehen, diese Bindung wiederum ist Voraussetzung fur die
Extravasation in den Lymphknoten (Warnock et al. 1998). In diesem wird die
Differenzierung zu Zellen des Helfer- (Th1l, CD4+) und zytotoxischen Typs 1 (Tcl, CD8+)
initiiert. Th1l- und Tcl-Zellen sind Bestandteil der zellularen Immunantwort. Aktivierte T-
Zellen wandern wahrend des Rolling and Homing-Prozesses in die entziindete Haut. Eine
wesentliche Rolle auf dem Weg in die Haut spielt dabei die CLA (Cutaneous Lymphocyte
Antigen)-Expression, ein Ligand des endothelialen E-Selektins (CD62E), auf der

Lymphozytenoberflache als sogenanntes skin addressin (Fuhlbrigge et al. 1997).
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Abb. 1. Vereinfachte schematische Darstellung der Lymphozytenadhésion und —extra-
vasation im Rahmen der Inflammation.

Aktivierte Endothelzellen prasentieren verstarkt E- und P- Selektin auf ihrer Zelloberflache. Diese
Selektine fuhren zu einem ersten lockeren Kontakt (Anndherung) mit den zirkulierenden T-
Lymphozyten (Schén und Boehncke 2005). Chemokine und Zytokine aktivieren Lymphozyten und
Endothelzellen und induzieren so die Bindung zwischen lymphozytaren und endothelialen Rezepto-
ren aus den Familien der Integrine und der immunglobulinartigen Adhasionsmolekile. An der
Transmigration sind ebenfalls Integrine, aber auch andere Adhasionsmolekile beteiligt (Kriiger
2002; Schon et al. 2003).

In der Haut kommt es zu gesteigerter Zytokinproduktion und —sekretion, beispielsweise von
Interferon-y, TNFa und IL-2 (Lowes et al. 2007). Die Dominanz des Thl1-Signalweges
unterdrtckt wiederum durch Sekretion von Interferon-y die Th2-Reaktion, so dass eine
dauerhafte Dysbalance resultiert. In Folge der gesteigerten Prasenz inflammatorischer
Zytokine kommt es zur Aktivierung der Keratinozyten, welche wiederum die Produktion
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epidermaler Chemokine und Wachstumsfaktoren steigert und letztlich in der psoriatischen
Plague resultiert. Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten erfolgt vor allem durch die
chemotaktische Wirkung von TNFa, IL-8 (CXCL8) und CXCL-1 (Coimbra et al. 2012; Kruiger
2002)

In gesunder Haut finden sich vornehmlich unreife dendritische Zellen (iDC), dies sind
Langerhans-Zellen in der Epidermis und myeloide iDCs in der Dermis, welche Uberwiegend
CD11+ positiv sind. In psoriatischen Lasionen finden sich sowohl dermal als auch epidermal
neben vielen T-Zellen auch zahlreiche reife dendritische Zellen (mDC), welche an ihrer
Oberflache DC-LAMP und CD83 exprimieren. Diese mDC schiitten IL-12 und IL-23 aus,
welches wiederum die T-Zell-Antwort verstarkt. Zusatzlich sind plasmazytoide DC (pDC)
in psoriatischen Plaques, aber auch in unbefallener Haut vieler Psoriasis-Patienten deutlich
vermehrt (Nestle et al. 2005). pDC produzieren Interferon- a als potenten Stimulus flr NK-
Zellen. Die gesteigerte Sekretion von IL-23 durch aktivierte dendritische Zellen fuhrt zur
Proliferation und Differenzierung von Th-17 Zellen (Lynde et al. 2014). Th-17 Zellen
produzieren wiederum IL-17A, IL-17F IL-21, IL-22 und TNFa (Kagami et al. 2010).
Entsprechend wurden erhohte IL-17A mRNA-Mengen in Psoriasisplaques detektiert
(Coimbra et al. 2010). Kirzlich wurde beschrieben, dass nicht nur Th17-Zellen, sondern in
sogar noch starkerem MalRe Zellen des angeborenen Immunsystems, beispielsweise
neutrophile Granulozyten und Mastzellen, IL-17 produzieren (Keijsers et al. 2014; Schén
2014). Auch der PASI scheint sowohl mit der Zahl der Th17-Zellen als auch mit der Hohe
der IL-17A-Expression zu korrelieren. Neben der bereits bekannten Schlusselrolle in der
zellularen Abwehr gegen Bakterien und Pilze werden den Th17-Zellen sowie dem von ihnen
produzierten IL-17 eine mal3gebliche Rolle bei der Autoinflammation der Psoriasis
zugeschrieben (Lynde et al. 2014). Bestatigend zeigte sich, dass die intradermale Injektion
von IL-23 zu epidermaler Hyperplasie und Parakeratose fiihrt (Chan et al. 2006).

Die Immunpathogenese der Psoriasis ist komplex und wurde noch nicht vollstandig
aufgeklart. Das Zusammenspiel dendritischer Zellen mit naiven T-Zellen, welche zu Th1l-,
Tcl-und Th17-Zellen differenzieren und ihrerseits durch Chemokine und Zytokine residente

und infiltrierende Zellen stimulieren, scheint dabei eine Schlisselrolle zu spielen.



Neben Keratinozyten und Leukozyten ist auch das mikrovaskulare Endothel maf3geblich in
den psoriatischen Entzindungsprozess involviert. Klinisch imponierend als Erythem,
erkennt man histologisch eine vermehrte Anzahl und morphologische Anderung dermaler
Blutgefal3e, was auf eine fehlregulierte Angiogenese zurtickzufiihren ist. Die papillaren
Gefalie sind dilatiert, elgoniert und hyperpermeabel (Schén 2005). Der potenteste Stimulus
der Angiogenese ist Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), aber auch TNFa und IL-8
wirken angiogen (Ferrara et al. 2000). In Psoriasisplaques ist die VEGF-Expression
gesteigert (Bhushan et al. 1999; Detmar et al. 1994; Man et al. 2008). Die Hohe des VEGF-
Gewebespiegels korreliert dabei eng mit dem klinischen Erscheinungsbild (Bhushan et al.
1999). In einer 2009 erschienen Publikation kam es unter anti-angiogener Therapie eines
kolorektalen Karzinoms mit Bevacizumab, einem Antikérper gegen VEGF, auch zur
Abheilung einer vorbestehenden Psoriasis (Akman et al. 2009). Der therapeutische Effekt
anti-angiogener Therapien konnte auch in verschiedenen Mausmodellen psoriasiformer
Entziindungen belegt werden (Diaconu et al. 2013; Yan et al. 2013; Zibert et al. 2011;
Schonthaler et al. 2009).

1.1.6 Komorbiditat

Obwohl bereits vor mehr als 20 Jahren Uber das bei Psoriasis-Patienten vermehrte
Auftreten verschiedener Erkrankungen berichtet wurde (Henseler und Christophers 1995),
sind diese assoziierten Krankheiten (Komorbiditat) in jingerer Zeit wieder starker in den
Fokus des klinischen und wissenschaftlichen Interesses gertickt (Boehncke et al. 2010). So
treten Adipositas, Hyperlipidamie und Diabetes mellitus (metabolisches Syndrom), arterielle
Hypertonie und andere kardiovaskulare Erkrankungen sowie Angst und Depression bei
Psoriatikern gehéauft auf (Baeta et al. 2014; Boehncke et al. 2012). Die Komorbiditat hat
vermutlich eine multifaktorielle Genese, geht aber zumindest teilweise auch auf
gemeinsame Entziindungswege und Mediatoren zurtick. Daneben kénnen naturlich auch
unabhangige Risikofaktoren wie zum Beispiel Rauchen oder therapieinduzierte
Nebenwirkungen, beispielsweise durch Ciclosporin A, ursachlich an der Entstehung der

Begleiterkrankungen beteiligt sein (Ni et al. 2014). Eine Abschatzung des individuellen



Risikos ist daher im Einzelfall schwierig, kann jedoch durch neu entwickelte klinische

Algorithmen erleichtert werden (Wohlrab et al. 2013).

In grof3en Kohorten-Studien konnte gezeigt werden, dass das Risiko fur das Auftreten eines
Herzinfarktes unter systemischer Psoriasistherapie, wie Methotrexat oder TNF-Inhibition,
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant abnimmt. Das geringste Risiko bestand fur die
Patienten, die mit Kombinationstherapien behandelt wurden (Wu et al. 2012; Ahlehoff et al.
2013). Da selbst milde Auspragungen der Psoriasis mit einem signifikant erhdhten Risiko
fur Begleiterkrankungen assoziiert sind (Shlyankevich et al. 2014), sind frihzeitige,

effiziente und gut vertragliche (System)-Therapien wichtig.

1.1.7 Therapie der Psoriasis

Etwa zwei Drittel der Psoriasis-Patienten leiden an einer leichten Form der Erkrankung.
Definitionsgemal spricht man von einer leichten Psoriasis, wenn PASI, BSA und DLQI
jeweils einen Wert von 10 nicht Ubersteigen. Patienten mit leichter Psoriasis werden nach
den gegenwartig gultigen Leitlinien meist ausschliel3lich topisch therapiert (Nast et al.
2012).

Bei starker Schuppenbildung kann eine abschuppende Therapie die Wirksamkeit der
differenten Behandlung verbessern. Klassische keratolytische Substanzen sind hierfur
Salicylsaure und Harnstoff (Urea) in geeigneten Grundlagen. Die gegenwartig am
haufigsten eingesetzte differente topische Therapie besteht aus einer Kombination eines
Vitamin-Ds-Préparates (Calcipotriol, Tacalcitol oder Calcitriol) und eines Glukokortiko-
steroids (beispielsweise Betamethason-Dipropionat) (Devaux et al. 2012). Dithranol
(Synonyme: Anthralin, Cignolin), ein trizyklisches Hydroxanthron-Derivat, wird wegen
seiner guten Wirksamkeit bereits seit etwa 100 Jahren zur topischen Therapie der Psoriasis
eingesetzt. In der Hauslichkeit wird es im Rahmen einer Minutentherapie angewendet, unter
klinischen Bedingungen wird die Therapie intensiviert. Der therapeutische Effekt geht mit
einer lokalen Reizung einher. Produkte aus Steinkohleteer sind, obwohl eine
niederlandische Untersuchung kein erhohtes Risiko fur kutane und andere Karzinome

aufzeigen konnte (Roelofzen et al. 2010), heute weitgehend obsolet. Das topisch
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applizierte Retinoid Tazaroten hat zwar eine signifikante Verbesserung der Psoriasis
bewirkt, fand jedoch wegen seines irritativen Potentials wenig Akzeptanz und wurde

inzwischen vom Markt genommen.

Bei Therapieresistenz oder ungenigendem Ansprechen sowie bei schweren
Auspragungsformen der Psoriasis (PASI>10) sollte die topische Therapie um eine Licht-
und/oder Systemtherapie ergénzt oder durch diese ersetzt werden (Nast et al. 2012). Ein
bewéhrtes Konzept ist die Behandlung mit UV-Licht. Zum Einsatz kommen hierbei die UVA-
Therapie mit gleichzeitiger Verwendung des Photosensibilisators Psoralen oder die
Schmalspektrum UVB-Therapie bei 311 nm (Archier et al. 2012; Grundmann-Kollmann et
al. 2004).

Aus der urspriinglichen Hypothese des Chemikers Schweckendiek, dass es sich bei der
Schuppenflechte um eine metabolische Stérung des Zitratsaurezykluses handele,
resultierte der therapeutische Einsatz von Fumarsdureestern (Schweckendiek 1959).
Aus heutiger Sicht beruht der wesentliche Effekt mutmallich auf einer Erh6hung des
Gluthationspiegels in verschiedenen Zellen und folglich auf einer Regulation wichtiger
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Mrowietz und Asadullah 2005; Loewe et al. 2002),
welchem eine zentrale Rolle in inflammatorischen Prozessen zugeschrieben wird. Unter
dem Handelsnamen Fumaderm® hat diese Therapie heute insbesondere in Deutschland
einen festen Stellenwert unter den systemischen Therapieoptionen. Gastrointestinale

Reizungen sowie Lymphopenien sind die haufigsten Nebenwirkungen.

Das Retinoid Acitretin ist ebenfalls fir die systemische Therapie der Psoriasis vulgaris
zugelassen. Insbesondere in Kombination mit UV-Therapie kénnen gute klinische Erfolge
erzielt werden. Dosisabhangige Nebenwirkungen sind hauptsachlich Cheilitis, Haut- und
Schleimhauttrockenheit sowie Hyperlipiddmie und Leberbelastung (Gollnick 1996; Nast et
al. 2012).

Ebenso ist die Therapie mit Methotrexat eine feste S&ule der Therapie der schweren
Psoriasis sowie der Psoriasis-Arthritis. Methotrexat ist ein kompetitiver Hemmer der

Dihydrofolatreduktase und beeinflusst damit maRgeblich den Folsauremetabolismus.

11



Eine Langzeittherapie ist moglich, am haufigsten muss die Therapie aufgrund hepato-

toxischer Nebenwirkungen beendet werden (Montaudié et al. 2011).

Ahnlich gute Ergebnisse kénnen schlieRlich auch mit Cyclosporin erreicht werden, dessen
hauptsachliche Nebenwirkungen Nephrotoxizitat und Blutdrucksteigerungen sind
(Heydendael et al. 2003).

In den letzten Jahren ist die Psoriasis-Therapie durch verschiedene Biologika deutlich
vielfaltiger und auch effizienter geworden. Die ersten der zur Therapie der Psoriasis
und/oder Psoriasis-Arthritis zugelassenen Praparate waren TNFa-Inhibitoren (Infliximab,
Adalimumab, Golimumab, Etanercept) (Kivelevitch et al. 2014; Saurat et al. 2008; Reich et
al. 2005; Kavanaugh et al. 2014).

Die Entwicklung und Zulassung dieser Praparate geht auf Erkenntnisse zur zentralen
pathogenetischen Rolle von TNFa zuriick. Wegen mdglicher Nebenwirkungen
(beispielsweise Infektionen) und des sehr hohen Preises (samtlicher Biologika) muss die
Verordnung unter strenger Abwagung individueller Gegebenheiten erfolgen (Schmitt et al.
2014; Fenix-Caballero et al. 2013).

Im Jahr 2009 wurde Ustekinumab, ein Inhibitor der p40-Untereinheit in IL-12 und IL-23, in
Deutschland zur Therapie der mittelschweren und schweren Psoriasis zugelassen. Durch
die IL-23-Inhibition reguliert Ustekinumab die Th17-Produktion und damit einen
entscheidenden Schenkel der Psoriasis-Pathogenese (Chi et al. 2014). Ustekinumab wurde
auch zur Behandlung der Psoriasisarthritis zugelassen (Weitz et al. 2014). Die gezielte
Hemmung der p19-Untereinheit durch Guselkumab fuhrt zur selektiven IL-23-Inhibition.
Eine groRe Phase-2-Studie zeigte kirzlich eine sehr gute klinische Wirksamkeit dieser
Therapie (Gordon et al. 2015).

Neben den bereits zugelassenen Biologika finden sich aktuell weitere Préaparate in spaten
Stadien der klinischen Entwicklung oder wurden kirzlich zugelassen. Unter diesen sind
insbesondere Secukinumab, das im Jahr 2015 zugelassen wurde, und Ixekizumab, zwei IL-
17A-Inhibitoren, sowie Brodalumab, ein Inhibitor der IL-17-Rezeptors, zu nennen.

Secukinumab hat aufgrund seiner guten klinischen Wirksamkeit von der EMA (European
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Medicines Agency) sogar eine Empfehlung als ,Erstlinien“-Therapeutikum erhalten
(Gisondi et al. 2014; Frieta et al. 2014).

Schlief3lich kénnen pathogenetisch relevante Signalwege auch durch kleinmolekulare
Inhibitoren gehemmt werden. Apremilast, ein Phosphodiesterase-4-Inhibitor, zeigte gute
Ergebnisse sowohl in der Therapie der Psoriasis als auch der Psoriasisarthritis (Moustafa et
al. 2014; Kavanaugh et al. 2014). Die Zulassung dieses Praparates erfolgte im Januar
2015. Eine weitere, ebenfalls viel versprechende Substanz ist Tofacitinib. Der
Wirkmechanismus beruht hierbei auf der Inhibition der Januskinasen-1 und -3, was zu

verminderter Th-17 Differenzierung fuhrt (Hsu et al. 2014).

1.2 Antitumorlipide

1.2.1 Antitumorlipide als Zytostatika

Der Begriff Zytostatika vereint eine heterogene Gruppe unterschiedlicher Substanzen, die
vorrangig in der Tumortherapie eingesetzt werden. Der Effekt wird durch verschiedene
Wirkmechanismen erzielt, beispielsweise durch Beeinflussung des Zellzyklus oder auch
durch Interkalation in die DNA. In den 1960-er Jahren wurde die gesteigerte
Phagozytosefahigkeit von Makrophagen nach der Stimulation mit 2-Lysophosphatidylcholin
(2-LPC) beschrieben (Munder et al. 1965; Munder et al. 1969). Allerdings waren die
Substanzen sehr anfallig gegentber Lysophospholipasen oder wurden zigig durch LPC-
Acyltransferasen abgebaut, so dass sie nur eine geringe metabolische Stabilitat aufwiesen.
Nach der Entdeckung des antineoplastischen Potentials wurden zahlreiche Derivate
erprobt, die sich sowohl durch hdhere Stabilitat als auch durch geringere Zytotoxitat

auszeichnen.

In der Gruppe der Antitumorlipide kann man zwischen Alkyl-Phospholipiden und Alkyl-
Phosphocholinen unterscheiden, wobei letztere kein Glycerol an der sn-2-Position
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aufweisen. Der prominenteste Vertreter der Alkylphospholipide ist Edelfosine® (Et-18-
OCHg3). Zur palliativen Behandlung kutaner Metastasen des Mammakarzinoms wurde das
Alkylphosphocholin Hexadecyl-Phosphocholin (HePC, Miltefosine, Miltex®) zugelassen
(Clive et al. 1999). Zusatzlich erfolgte eine Zulassung zur oralen Therapie der Leishmaniose
(Garcia Bustos et al. 2014). In klinischen Studien wurde Miltefosine auch zur Behandlung
der Urtikaria eingesetzt (Magerl et al. 2013). Daruber hinaus laufen aktuell mehrere Phase
[I-Studien mit Perifosine in der Tumortherapie (Multiples Myelom, metastasiertes Melanom,
Nierenzellkarzinom). Die bisherigen Anwendungsgebiete und -erprobungen sind sehr
vielfaltig, so dass der urspriingliche Begriff Antitumorlipide zunehmend irrefihrend ist. Es ist
zu erwarten, dass mit der Weiterentwicklung dieser Substanzen weitere Therapieoptionen
zur Behandlung von Infektionen, Neoplasien, autoimmuner und autoentzindlicher

Erkrankungen zur Verfigung stehen werden.

1.2.2 Wirkmechanismen der Antitumorlipide

Ein wesentlicher und grundlegender Bestandteil des Wirkmechanismus ist der Einbau der
Antitumorlipide in die Plasmamembran. Diesbeziglich werden mehrere Mechanismen
diskutiert. Neben der Endozytose (Fleer et al. 1993; Bazill und Dexter 1990) zeigen jingere
Untersuchungen eine Interaktion mit lipid rafts (Mollinedo et al. 2011), welche als
Mikrodomanen in der Zellmembran ,schwimmen®. In Abhangigkeit von der eingesetzten
Konzentration und der Zusammensetzung des Mediums wurden Blasen- und Lochbildung
in der Zellmembran behandelter Zellen beschrieben (Noseda et al. 1988; Noseda et al.
1989). Die Behandlung fuhrt zur Akkumulation des synthetischen Phospholipids in der
Membran mit Einfluss auf die Membranfluiditat (van Blitterswijk et al. 1987; Noseda et al.
1988; Petersen et al. 1992; Wiese et al. 2000). Nach Insertion in die Zellmembran kommt
es zur Beeinflussung der Membrankomposition, des Lipidmetabolismus sowie der

Signaltransduktion membranstandiger Rezeptoren (Marco et al. 2014).

Die Perforation der Zellmembran fihrt zur Zelllyse und somit zum provozierten Zelltod. Des
Weiteren zeigte sich, dass Antitumorlipide Apoptose in malignen Zellen induzieren kénnen.

Beispielsweise sind leukamische Zellen - im Gegensatz zu normalen Leukozyten - sensibel
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gegenuber der Behandlung mit Et-18-OCHg. Diese Apoptose liel3 sich dabeiin HEL-Zellen
(human erythroleukemia cells) durch Kooexpression der anti-apoptotischen Proteine Bcl,
und Bcl-X_ unterdricken (Mollinedo et al. 1997). Die apoptotische Wirkung der
Antitumorlipide scheint zumindest teilweise auf einer Translokation des ,Todesrezeptors®

Fas in membrane rafts und deren Reorganisation zu beruhen (Gajate und Mollinedo 2001).

Neben ihrem pro-apoptotischen Potential sind Antitumorlipide (Et-18-OCHzund HePC) auch
antiproliferativ wirksam (Wieder et al. 1999). Die Grundlagen der antiproliferativen Wirkung
sind bisher nicht ganzlich geklart. Ein vermutlich relevanter Mechanismus ist der Einfluss
auf die Biosynthese von Phosphatidylcholin. Dieses ist in eukaryotischen Zellen maRgeblich
am Aufbau der Zellmembran und als Baustein von second messengers beteiligt. Es konnte
gezeigt werden, dass HePC und andere synthetische Phospholipide die Synthese von
Phosphatidylcholin in HepG2 Zellen (human hepatoblastoma cell line) reduzieren (Jimenez-
Lopez et al. 2002; Boggs et al. 1995; van der Luit et al. 2002). Mdglicherweise fihrt der

Einfluss auf die Phosphatidylcholinsynthese auch zu einer gesteigerten Apoptoserate.

Darliber hinaus wurden verschiedene enzymatische Regulationssysteme als Angriffspunkte
identifiziert, beispielsweise Proteinkinase C (PKC), Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
und die MAP-Kinase JNK. Diese sind sowohl fur die Differenzierungs- als auch die
Zellzyklusregulation der Zelle relevant (Danker et al. 2010).

Schlief3lich wurde die Herunterregulation der Adhasionsmolekile CD31 (Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule-1, PECAM-1) und CD54 (ICAM-1) auf HMEC-1 (human
microvascular endothelial cell line) in vitro durch Et-18-OCHj3; beschrieben (Bosse et al.
1995). Zusatzlich fand sich eine Reduktion von CD62L auf humanen neutrophilen
Granulozyten (Mollinedo et al. 2009).
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1.2.3 Inositoylierter Plattchen-aktivierender Faktor

Der natirlich vorkommende Plattchen-aktivierende Faktor (PAF) ist strukturell mit
Antitumorlipiden verwandt (Danker et al. 2010). Das synthetische PAF-Derivat Ino-C2-PAF
zeichnet sich durch seinen amphiphilen Charakter aus: An die sn-2-Position des Glycerols
ist der polare 6-wertige zyklische Alkohol Inositol gebunden und am anderen Ende des
Molekils befindet sich das lipophile Phospholipid. Mit der Entwicklung von Ino-C2-PAF
gelang es, die Effektivitat dieser Substanzen bereits in niedrigeren Konzentrationen zu
erhohen bei gleichzeitig geringerer Zytotoxizitat. Ino-C2-PAF hemmt signifikant die
Proliferation von HaCaT-Zellen (Fischer et al. 2006). Die Behandlung von HaCaT-Zellen
mit den Strukturanaloga GLc-PAF und GLc-PC fuhrt ebenfalls zu verringerter Proliferation

bei vergleichsweise héherer Zytotoxizitat (Fischer et al. 2006; Danker et al. 2010).

Ino-C2-PAF kann in Jurkat-Zellen den intrinsischen programmierten Zelltod in Abhéngigkeit
von FADD (Fas-associated protein with death domain) und Caspase- 8 einleiten. Parallel zu
den Ergebnissen mit Et-18-OCHglasst sich dieser Effekt ebenfalls durch die Expression von
Bcl, inhibieren (von Haefen et al. 2011). Neben der antiproliferativen Wirkung, welche unter
anderem auf einer gesteigerten Apoptoserate basiert, wurden bereits weitere mal3gebliche
Effekte beschrieben. So beeinflusst Ino-C2- PAF die Differenzierungsmarker Involucrin und
die Transglutaminase in HaCaT-Zellen (Fischer et al. 2006). Die Herabregulation der
Phosphorylierung der FAK (Focal Adhesion Kinase) und der Tyrosinkinase Src nach
Inkubation mit Ino-C2-PAF fuhrt sowohl in HaCaT-Zellen als auch in der Plattenepithel-
karzinom-Zelllinie SCC-25 zu verminderter Beweglichkeit der Zellen (Semini et al. 2011a).
Die Zellmotilitat ist ein entscheidender Faktor im Rahmen der Metastasierung von

Tumorzellen.

Die vielfaltigen Effekte beruhen zum einen auf der direkten Wirkung auf Proteinebene als
auch auf dem Einfluss auf die Transkription verschiedener Gene. Ino-C2-PAF fihrt in
HaCaT-Zellen zu reduzierter Expression fur die humorale und zellulare Immunantwort
relevanter Gene (Semini et al. 2011b; Semini et al. 2014). Der Effekt auf
Transkriptionsebene liel3 sich in einem In-vitro- Entziindungsmodell bestatigen (Semini et
al. 2014). Diese Ergebnisse untermauern die breite anti-inflammatorische Wirkung von Ino-

C2- PAF. Aktuell konnte der gesamte Wirkmechanismus von Ino-C2-PAF noch nicht
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endgultig geklart werden. Allerdings ist klar, dass die Plasmamembran - wie bei anderen

Antitumorlipiden - der wichtigste Angriffsort ist (Danker et al. 2010).
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Abb. 2: Strukturformeln des Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF, obere Strukturformel)
und Ino-C2-PAF (untere Strukturformel).

1.3 Zielsetzung

Die bisher vorliegenden Untersuchungen belegen, dass Ino-C2-PAF grundlegende zellulare
Prozesse, die fur die Karzinogenese und Tumorprogression relevant sind, inhibieren kann.
Allerdings spielen viele der durch Ino-C2-PAF beeinflussten Prozesse auch bei
entzindlichen Erkrankungen wichtige Rollen. Beispielsweise finden sich bei der Psoriasis
gesteigerte Proliferation der Keratinozyten, fehlregulierte Angiogenese sowie Rekrutierung

und Aktivierung pathogener Immunzellen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand deshalb darin, erstmals zu Uberprifen, ob und
inwieweit Ino-C2-PAF auch Mechanismen chronischer Entziindungen hemmen kann.
Besonderer Wert wurde dabei auf pathophysiologische Prozesse, die auch bei der
Psoriasis relevant sind, gelegt. Es wurden umfangreiche funktionelle In-vitro- als auch

préklinische In-vivo-Untersuchungen (in zwei komplementaren Tiermodellen) durchgefuhrt.
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Letztlich war das Ziel, mit dem Einsatz der Substanz bei entziindlichen Erkrankungen

therapeutisches ,Neuland® zu betreten. Dazu wurden die folgenden Fragen adressiert:

1. Werden die Proliferation und die Apoptose menschlicher Endothelzellen, also zwei
Funktionen, die wesentlich an gestorter Angiogenese beteiligt sind, durch Ino-C2-PAF

beeinflusst?

2. Geht die Wirkung von Ino-C2-PAF auf Endothelzellen mit veranderter Expression und
Regulation entziindungs-relevanter Rezeptoren, insbesondere Selektinen und

Immunglobulin-artigen Adhasionsmolekulen, einher?
3. Bewirkt Ino-C2-PAF phanotypische und funktionelle Anderungen von Leukozyten?

4. Sind die durch Ino-C2-PAF in Endothelzellen und Leukozyten hervorgerufenen
Verédnderungen relevant fir deren dynamische funktionelle Interaktion, einem wichtigen

Vorgang bei der Pathogenese von Entziindungen?

5. Sind die in vitro nachgewiesenen Wirkungen von Ino-C2-PAF auch in vivo relevant?
Konnen in K5.hTGFB1-transgenen Mausen, einem préaklinischen murinen Modell der

Psoriasis, therapeutische Wirkungen erzielt werden?

6. Kénnen die im K5.hTGFB1-transgenen murinen Psoriasis-Modell nachgewiesenen
Wirkungen in einem unabhéngigen zweiten Modell, c-Jun/JunB-defizienten Mausen,
reproduziert werden und kann so die Evidenz fur eine allgemein gultige Aussage zur anti-

entzundlichen Wirkung von Ino-C2-PAF gestéarkt werden?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

2-Propanol
3-Amino-9-Ethyl Carbazol, AEC

AB-Serum

Accutase

Agarose LE
Ammoniumchlorid, NH4ClI
Beta-Mercaptoethanol
Borsaure
Calciumchlorid-Dihydrat
Carboxyfluoreszein Diazetat
Succinimidyl Ester, CFDA-SE
Dimethylsulfoxid, DMSO
Dinatriumhydrogenphosphat,
Na;HPO,

DMEM high Glucose (4,5 g/l)
dNTP mix, 10 mM

EDTA

Endothelial Growth Medium, EGM
Ethanol

Fetal Calf Serum Gold, FCS

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dako, Glostrup, Danemark

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PAA, Pasching, Osterreich

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Lonza, Walkersville, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Pasching, Deutschland
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Ficoll-Paque Plus

GelRed™

GeneRuler™ 100bp Plus,

DNA Ladder

Hank’s Buffered Salt Solution, HBSS
Hamatoxylin

HCI

Heparin

Ino-C2-PAF

Isofluran (Forene®)

L-Glutamin (200 mM)

Kaliumchlorid, KCI
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,4
Mayers Hamalaunlésung

Methanol

Mounting Medium

Natriumchlorid, NaCl 0,9%
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3
O.C.T. Tissue Tek

Paraformaldehyd

PBS ohne Ca und Mg

Penicillin/ Streptomycin
Propidiumiodid

RPMI-1640

Taq DNA Polymerase

TNF alpha

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK
Biotium, Hayward, CA, USA

Fermentas, St. Leon- Roth, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
DAKO, Glostrup, Danemark
Merck, Darmstadt, Deutschland

Rotexmedica, Trittau, Deutschland

Inositoylierter Plattchen-aktivierender Faktor

mit C,-Briicke

AbbVie, North Chicago, lllinois, USA
PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dako, Glostrup, Ddnemark

Procter and Gamble, Genf, Schweiz
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande
Roth, Karlsruhe Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PAA, Pasching, Osterreich

Peglab, Erlangen, Deutschland

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Merck, Darmstadt, Deutschland
Tris

Trypsin-EDTA (1x) 0,05/0,02% in PBS PAA, Pasching, Osterreich

Trypanblau PAA, Pasching, Osterreich
Turks-L6sung Merck, Darmstadt, Deutschland
Wasserstoffperoxid, H,O, (30 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Xylol (Isomere) Roth, Karlsruhe, Deutschland
2.1.2 Gerate

Absaugsystem Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences, Fernwald,

Deutschland
Appliskan Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
Autoklav Sanyo, Moriguchi, Osaka, Japan
Brutschrank HERAcell 150 (i) Thermo Fisher Scienetific Inc.,
Waltham, MA, USA
Elektrophoresekammer Sub-Cell GT  Thermo Fisher Scienetific Inc.,
Waltham, MA, USA
FACSCanto Il BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Feinwaage Acculab Sartorius, Gottingen, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager M1 Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Flusskammer Einzelanfertigung

Gel Imager U, Genius Syngene, Cambridge, UK
Heizblock Thermo Stat plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Inverses Mikroskop, Axiovert 200 Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Isopropanol-Kryo-Container Nalgene, Rochester, NY, USA
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Kamera, CoolSNAP ES
Kryomikrotom (CM 3050 S)
Kuhltisch Leica (EG 1150 C)
Laborwaage CP 323 S
Mastercycler PCR
Mikroskop Axio Imager M1
Mikroskop Axioskop 2
Mikroskop Axiovert 40 C
Mikroskop Axiovert 200
Mikrotom LEICA RM 2235
Neubauer Zahlkammer
Photometer Genesys 10 Bio
Schattler

Spritzenpumpe SP1001Z (Perfusor)
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge Heraeus Picol7
TrayCell

Vevo Compact Dual
Anesthesia System

Vortex Mixer L- 46
Wasserbad

Zellkulturbank BDK

Zellkulturbank HERAsafe
Zellkulturbank Safe 2020
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge, Megafuge 1.0 (R)

Zentrifuge, Multifuge 1S- R Heraeus

Photometrics, Tucson, AZ, USA

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Grant-bio, Cambridge, UK

WPI, Sarasota, FL, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Hellma Analytics, Mullheim, Deutschland

Sonics Inc., Toronto, Kanada

Labinco, Breda, Niederlande

Memmert, Schwabach, Deutschland

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH,

Sonnenbuhl- Genkingen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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Zentrifuge Rotina 35

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Chamber Slides

Coverslips

Deckglaser (Menzel Glaser)
Eppendorf Gefalle
FACS-Ro6hrchen
Falcon-Rohrchen
Filterpapier

Glaspipetten 150 mm
Kanule Microlance 3
Objekttrager Superfrost Plus
Petrischalen
Pipettenspitzen
Safety-Multifly-Set

Pipetten

Spritzen 1 ml

Spritzen 20 ml

Zellkulturflaschen 25 cm?®, 75 cm?®

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Greiner Bio-One, Kremsmunster, Osterreich
BioRad, Munchen, Deutschland

WU, Mainz, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Greiner Bio- One, Kremsmiuinster, Osterreich

2.1.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Cell Death Detection ELISAPYS
CellTiter96® Non-Radioactive Cell

Proliferation Assay

Roche, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
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E.Z.N.A.™ Total RNA Kit |

Tag DNA Polymerase all inclusive

RNase-Free DNase | Set

2.1.5 Antikorper

Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA

Peglab, Erlangen, Deutschland

Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA

Priméare Antikorper Ursprung Isotyp Ziel Hersteller

Anti-CD54-FITC Maus IgG1 Mensch | Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Anti-CD106 Maus IgG1 Mensch | Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Anti-CD62E-PE Maus IgG1 Mensch | Antibodies-online,
Aachen, Deutschland

Anti-CD3-FITC Maus lgG 1k Mensch | Dako, Glostrup, Denmark

Anti-CD3-PE Maus lgG 1 Mensch | Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Anti-CD62L-PE Maus l9gG1k Mensch | BD, Franklin Lakes, USA

Anti-CD11a-FITC Maus 19G2ak Mensch | BD, Franklin Lakes, USA

Anti-CD49d-FITC Maus lgG1 Mensch | Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Anti-CLA-FITC Ratte lgMk Mensch | Biolegend, San Diego,
USA

Anti-CD3e-FITC Hamster IgG Maus Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Anti-CD11a-PE Ratte 19G2ak Maus Biolegend, San Diego,
USA

Anti-CD49d-PE Ratte 19Gank Maus Biolegend, San Diego,
USA

Anti-CD62L-APC Ratte 9G24 Maus Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Isotyp-Kontrollen Ursprung Isotyp Ziel Hersteller

Isotyp-FITC Ratte 19Ga2p Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Isotyp-APC Hamster lgG eBioscience, San Diego,
USA

Isotyp-PE Ratte 19G2p Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Isotyp-PE Maus lgG1 Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Isotyp-FITC Hamster IgG1k BD, Franklin Lakes, USA
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Sekundare Antikérper | Ursprung Isotyp Ziel Hersteller
Sekundarantikorper Kaninchen | Ig(F(ab)? | Maus Dako, Glostrup, Denmark
anti-Maus PE )
Sekundarantikbrper | Ziege IgG Maus Invitrogen, Carlsbad,
anti-Maus FITC USA
2.1.6 Losungen und Puffer
10x TBE 108 g Tris

55 g Borsaure

40 ml 0,5 M EDTA

1000 ml Aqua Bidest
10x PBS 400 g NaCl

10 g KClI

72 g NagHPO4 mit H20,

10 g KH,PO,4

5000 ml Aqua Bidest
1x PBS 100 ml 10x PBS

10x Erythrozytenlysispuffer

900 ml Aqua Bidest
100 pl 32 % H,0,

80,29 1,5 M NH,CI

8,4 g 100mM NaHCO;

20 ml mM disodium EDTA
980 ml Aqua Bidest
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2.1.7 Software

Axio Vision Rel 4.7 Zeiss, Oberkochen, Deutschland

FACS Diva Software BD, Franklin Lakes, NJ, USA

ImageJ National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
MetaMorph 6.3r2 Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
Microsoft Office 2010 Microsoft, Redmond, WA, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Zellkultur erfolgte bei konstanten Umgebungsbedingungen von 37°C, 5% CO, und

einer Luftfeuchtigkeit von 95%.

2.2.1.1 HUVEC

In den Versuchen wurden humane Endothelzellen (HUVEC, human umbilical vein
endothelial cells) von Lonza (Basel, Schweiz) verwendet. Die Endothelzellen wurden in
EGM, angereichert mit 2% FCS, 0,1 % Hydrocortison, 0,1 % rhEGF, 0,4 % BBE (Bovine
Brain Extract) und 0,1% GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin B) kultiviert. Da sich
Charakteristika der HUVEC im Laufe langerer Kultur andern kdénnten, wurden diese
Zellen nur bis zur sechsten Passage verwendet.

Nach dem Auftauen der Zellen aus der Kryokonservierung wurden sie in
Zellkulturflaschen ausgesat und es erfolgte alle 2-3 Tage ein Wechsel des Mediums.
Bei Erreichen einer Konfluenz von 80-90% erfolgte die nachste Passage oder die
Aussaat fur ein Experiment. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend fur 5 Minuten mit Accutase bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die

abgelosten Zellen wurden wieder in PBS aufgenommen und fur 5 Minuten bei 250 rpm
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zentrifugiert. Das daraus resultierende Zellsediment wurde in Medium re-suspendiert,
die Zellen wurden mittels Trypanblau-Farbung in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt
und anschlieRend entsprechend verdinnt in Kulturflaschen ausgebracht. 24 Stunden
vor dem Beginn eines Versuchs wurden die Zellen mit PBS gewaschen und auf das
Verarmungsmedium (EGM versetzt mit 1% FCS, 0,1 % Hydrocortison, 0,1 % rhEGF,
0,4 % BBE und 0,1 % GA-1000) umgesetzt.

2.2.1.2 HaCaT

Spontan immortalisierte HaCaT-Keratinozyten (Boukamp et al. 1988) wurden in DMEM-
Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kultiviert. Dieses war angereichert mit 10%
FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin. Nach Erreichen
eines konfluenten Zellrasens wurden die Zellen fir die Passage zweimalig mit PBS
gewaschen und anschlieRBend fir 5 Minuten mit 1,5 ml Trypsin-EDTA-LAsung inkubiert.
Durch die Zugabe von 5,5 ml Wachstumsmedium wurde die Reaktion gestoppt. Die
Zellsuspension wurde in ein 15 ml-Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt, bei 1200 rpm fur 4
Minuten zentrifugiert, und erneut ausgesat. Vor Versuchsbeginn wurden die Keratinozyten

auf serumfreies Medium, Keratinozyten-SFM (+ 0,1 ng/ul rEGF + 20 ug/ml BPE) umgesetzt.

2.2.1.3 Mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC)

PBMC wurden gemalf3 Standardprotokoll isoliert (siehe 2.2.6) und in jeweils 2 ml mit einer
Zellzahl von 1 Million/ml in einem 15 ml-Zentrifugenréhrchen mit RPMI-Medium
(angereichert mit 1% L- Glutamin, 1% FCS und 0,1% [3-Mercaptoethanlol) inkubiert. Nach
der Behandlung mit Ino-C2-PAF Uber 2 Stunden wurden die Zellen jeweils mit RPMI-
Medium aus den Rohrchen pipettiert. Nach einer Zentrifugation mit 250 x g fir 5 Minuten
wurde das verbliebene Zellsediment mit HBSS gewaschen, erneut zentrifugiert und die

Zellen wurden anschliel3end ausgezahlt.
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2.2.2 MTT-Test (Viabilitatstest)

Bei dem MTT-/ Proliferationstest ,CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay“ handelt es sich um eine Methode, welche mittels kolorimetrischer Messung
Aussagen uber das Proliferationsverhalten der zu untersuchenden Zellen liefert und
somit Rickschlisse auf die Zytotoxizitat der verwendeten Substanzen zulasst. Genau
genommen wird indirekt Gber die metabolische Aktivitat die Viabilitdt der Zellen
gemessen; da diese jedoch unter vielen Versuchsbedingungen, insbesondere dann,
wenn entsprechende Standards mit gemessen werden, mit der Proliferation korreliert,
wird der MTT-Test oft vereinfacht als Proliferations-Test bezeichnet. Das Prinzip
dieses Tests beruht auf der Reduktion eines wasserldslichen Tetrazoliumsalzes
(3-(4,5-dimethyl-thiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)) in wasserunldsliches
Formazan. Diese Umwandlung geschieht durch die Reduktion des Salzes durch
mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen, wobei diese Reaktion ausschlie3lich in
stoffwechselaktiven Zellen stattfindet. Durch abschlieBende Lyse der Zellen wird das
blaue Reaktionsprodukt freigesetzt und kann photometrisch gemessen werden.

Die Endothelzellen wurden in einer 96-Well-Platte a 10.000 in 100 pl
Wachstumsmedium ausgesat. Bei einer Konfluenz von ca. 90% erfolgten ein
Waschschritt mit PBS und eine weitere Inkubation fur 24 h mit dem
Verarmungsmedium. Ino-C2-PAF wurde im Verarmungsmedium entsprechend der
erwinschten Konzentration verdinnt und die Zellen wurden fur 24 h inkubiert. Vier
Stunden vor Versuchsende erfolgte die Zugabe von TNFa (25 ng/ml) in die daftr
vorgesehenen Proben. In jede Vertiefung (Well) der Zellkulturplatten wurden
anschlieBend 15 ul der Farbelésung pipettiert und die Kulturen wurden fir 4 h im
Brutschrank bebritet. Die Reaktion wurde durch das Hinzufiigen von je 100 pl
Stopplosung beendet, welche Giber Nacht unter Standardbedingungen im Brutschrank
einwirkte. Die Auswertung erfolgte durch die photometrische Messung der Absorption
bei 570 nm und 650 nm.
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2.2.3 Apoptose-Messung

Bei der Apoptose entstehen durch Caspasen spezifische DNA-Fragmente und Histon-
assoziierte Nukleosomen, welche mit dem verwendeten Enzym-Immuntest ,Cell Death
Detection ELISAP“* detektiert werden konnen.

Aussaat und Behandlung der Zellen erfolgten wie beim MTT-Test. Nach Abschluss der
Behandlung wurden die Kulturplatten bei 200 x g fir 10 Minuten zentrifugiert. Der dabei
entstehende Uberstand wurde mittels einer Pipette entfernt, das verbliebene
Zellsediment wurde in 200 pl Lysispuffer re-suspendiert und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dieser Schritt fihrt zum Aufbrechen der Zellen und zur
Freisetzung der Nukleosomen. Anschlie3end erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
unter gleichen Bedingungen. Daraufhin wurden je 20 pl des Lysat-Uberstandes in eine
mit Streptavidin beschichtete Mikrotiter-Platte tbertragen.

Pro Well erfolgte die Zugabe von je 80 ul Immunreagenz. Im Immunreagenz enthaltene
Anti-DNA-Antikérper und der Anti-Histon-Antikdrper bewirken eine beidseitige
Markierung der Nukleosomen im so genannten Sandwich-Komplex. Dieses Reagenz
wird fir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Plattenschittler inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Wells mit je 200 pl Inkubationspuffer wurde die Farbreaktion
unter optischer Kontrolle durch Zugabe von 100 ul ABTS-L6sung (2,2'-Azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) gestartet und durch das Hinzufiigen von je 100 ul
Stopplosung beendet. Die Antikdrper-gekoppelte Peroxidase bewirkt einen
Farbumschlag von farblos zu grin. Die Auswertung erfolgte photometrisch durch

Messung der Absorption bei 405 nm und der Referenzwellenlange von 490 nm.

2.2.4 Nukleinsaureanalysen

2.2.4.1 mRNA-Isolierung und DNase-Verdau

Die Isolierung der RNA aus Endothelzellen und Keratinozyten wurde mit dem RNA Kit |
von E.Z.N.A.™ durchgefiihrt.



Die Zellen wurden in T75-Kulturflaschen bis zu einer Konfluenz von etwa 90% bebrutet.
Anschliel3end wurden je 100.000 Zellen in T25-Flaschen gesat. Die Kultivierung erfolgte
unter Standardbedingungen in Wachstumsmedium, danach schlossen sich ein
Waschschritt mit PBS und die weitere Inkubation fur 24 Stunden im Verarmungs-
medium an. Nach dieser Zeit wurde Ino-C2-PAF in verschiedenen und im Text
spezifizierten Konzentrationen zum Medium gegeben und die Zellen wurden fur weitere
24 h kultiviert. Vier Stunden vor Beginn der Lyse erfolgte die Zugabe von TNFa (25
ng/ml). Vor der Isolierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Accutase vom
Boden des Kulturgefal3es geldst, in PBS aufgenommen und bei 250 x g fur funf Minuten
zentrifugiert. Die im Sediment verbliebenen Zellen wurden daraufhin mit 350 pl
2-Mercaptoethanol-haltigem TRK-Lysepuffer geldst und in 1,5 ml-Reaktionsgefalie
Uberfuhrt. Durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit einer Spritze durch eine 20G-
Kanule wurden die Zellen aufgebrochen, damit die RNA freigesetzt wurde. Das
Homogenisat wurde mit 350 pl 70% Ethanol gemischt. Das weitere Vorgehen erfolgte
nach dem Hersteller-Protokoll; der DNA-Verdau wurde dabei mittels RNase-freier
DNase durchgefiihrt. Die RNA wurde abschlieBend in mit DEPC (Diethyldicarbonat)-
behandeltem Wasser eluiert und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. Die
Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte durch photometrische Messung der
Extinktion bei 260 nm und 280 nm. Das Verhaltnis der dabei ermittelten optischen
Dichten (OD260/OD2gp) sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.4.2 cDNA-Synthese

Die isolierte mRNA wurde durch reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben. Dafur
wurde das ,First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas®" verwendet. Fir die Synthese
wurde je 1 pg mRNA eingesetzt und mit nucleasefreiem Wasser auf 10 pl aufgefullt. Die
Zugabe von jeweils 1 pl Oligo dT18-Primer und die sich anschlielRende Inkubation von
5 Minuten bei 65°C bewirkt das Anlagern der Primer an die Enden der RNA. Die Proben
wurden auf Eis gekuhlt. Entsprechend den Vorgaben des Herstellers wurden je 9 pl des

,Mastermix“ zu den Proben pipettiert, welcher jeweils folgende Substanzen enthielt:
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5 x Reaktionspuffer 4 ul

10 mM dNTP Mix 2 ul
Ribonuclease-Inhibitor (20 U/ul) 1 pl
Reverse Transkriptase (200 U/ul) 2 pl
Gesamtvolumen 9 pl

Im Anschluss wurden die Proben erneut gemischt, kurz zentrifugiert und bei 37°C fur 60
Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch 10-minutiges Erhitzen auf 70°C gestoppt.

Anschliel3end wurden die Proben auf Eis abgekuhlt und bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) kénnen
definierte Abschnitte einer DNA-Sequenz amplifiziert werden. Im ersten Schritt werden
durch Erhitzen die Wasserstoffbriicken der DNA-Doppelstréange bei einer Temperatur von
94°C aufgespalten (Denaturierung). In der darauf folgenden Anlagerungsphase kénnen sich
die Primer an die entsprechenden homologen DNA-Sequenzen der DNA-Einzelstréange
anlagern. Das dabei vorherrschende Temperaturoptimum ist spezifisch fir jeden Primer.
Es wird jeweils ein Vorwarts- (engl. forward) und ein Rickwarts (engl. reverse)-Primer
bendtigt. AnschlieRend erfolgt die Elongation bei 72°C. Die Dauer der Elongation hangt von
der Lange des zu amplifizierenden DNA-Abschnits ab. Die verwendete Taq-Polymerase,
eine hitzestabilen DNA-Polymerase, lagert die freien Nukleotide an die Primer an und fligt
sie zu einem DNA-Strang zusammen. Die Tag-Polymerase kann bis zu 1000 Basenpaare

pro Minute amplifizieren. Die Zyklen werden insgesamt ca. 25 bis 35 Mal wiederholt.

2.2.4.3.1 Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte erfolgte mit Hilfe eines Mastercyclers.
Zu 1 pl cDNA wurde jeweils ein Mastermix pipettiert, wobei die Tag-Polymerase zuletzt
hinzugefigt wurde.
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Mastermix PCR: Aqua bidest 19,9 ul
10 x Puffer S 2,5 ul
10 uM dNTPs 0,5 ul
10 pM Primer forward 0,5 pl
10 puM Primer reverse 0,5 ul

cDNA 1l
Tag-Polymerase 0,1 ul
Gesamtvolumen 25 pl

Es wurde fur jede Durchfihrung jeweils eine Negativkontrolle erstellt. Die Polymerase-
Kettenreaktion erfolgte im Mastercycler unter folgenden Reaktionsbedingungen:

Initiale Denaturierung: 94°C 3 min
Denaturierung: 94°C 30 sec
Anlagerungsphase (Annealing): 55-62°C 30sec
Elongation: 72°C 30 sec
Finale Elongation: 72°C 5 min

Fur die Amplifikation wurden folgende Primer und Versuchsbedingungen verwendet:

GAPDH (58°C/ 26 Zyklen, 451 bp)

For5 — CTT TGG TAT CGT GGAAGGACTC -3

Rev& —TTC GTT GTC ATA CCA GGAAAT G -3’
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VCAM-1 (58°C/ 30 Zyklen, 355 bp)
For 5 — CCA GAA TCT AGA TAT CTT GCT C — 3’

Rev 5 — CAG CCT GTC AAATGG GTATAC -3

ICAM-1 (55°C/ 26 Zyklen, 379 bp)
For5 - TGACCAGCCCAAGTTGTTGG -3

Rev 5 — ATC TCT CCT CAC CAG CACCG -3

E-Selektin (56°C/ 26 Zyklen, 308 bp)
For 5 — AAG CCT GGC AGT TCC GGG -3
Rev5 - GGC TTT GGC AGC TGC TGG - 3

VEGF (55°C/ 30 Zylen, 469 bp)
For 5 — CGA AGT GGT GAAGTT CATGGA -3
Rev5 —TTC TGT ATCAGTCTTTCCTGG T -3’

IL-8 (62°C/ 26 Zyklen, 253 bp)
For 5 — ACA AGC TTC TAG GAC AAG AGC CAG GAA G — 3’

Rev5 — GTG AAT TCAGTG TGG TCC ACT CTCAATC -3

MCP-1 (58°C/ 26 Zyklen, 297 bp)
For 5 — GCT CAT AGC AGC CAC CTT CAT TC - 3

Rev5 —TGC AGATTCTTG GGT TGT GGA G -3
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2.2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines 1% Agarosegels wurde 1 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer unter Hitze

(90°C) gel6st. Zusatzlich wurden dem Gemisch 3 pl GelRed® hinzugefligt und die Proben

wurden grundlich durchmischt. AnschlieRend konnte das Gel in die Gelkammer gegossen

werden. Nach Aushartung wurden die einzelnen Taschen mit jeweils 5 pl DNA und 5 pl

Ladepuffer geflillt. In eine der Taschen wurde als Grof3enstandard eine 100 bp DNA-

.Leiter” pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 V fur ca. 60 Minuten.

Die Banden wurden anschliel3end unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.2.5 Indirekte und direkte Immunfluoreszenz

Zum Nachweis der Adhasionsmolekil-Expression wurden jeweils 30.000 humane
Endothelzellen (HUVEC), die in 500 pl Wachstumsmedium suspendiert waren, in
gekammerte Zellkultur-Objekttrager (Chamber Slides) gesat und im Zellkultur-
Inkubator kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen
und fir weitere 24 Stunden im Verarmungsmedium inkubiert. Anschlie3end erfolgte die
Zugabe von Ino-C2-PAF fur weitere 24 h, und vier Stunden vor Beginn der Farbung
wurden einzelne Wells noch mit jeweils 25 ng/ml TNFa versetzt.

Zur Analyse wurden die Chamber Slides zunachst zweimal mit je 500 pl PBS (4°C)
gewaschen. Die Fixation der adharenten Zellen erfolgte durch kaltes Methanol (-20°C)
fur 5 Minuten. Zur Inhibition endogener Enzyme wurden die Wells mit einer
blockierenden Ldsung (PBS + 5% FCS) versetzt und fur eine Stunde bei
Raumtemperatur auf einem Taumler inkubiert. Bei der direkten Immunfluoreszenz
wurden im nachsten Schritt spezifische fluoreszenzmarkierte Priméarantikorper
hinzugeflgt, welche direkt an das Antigen der Zielstruktur binden. Im Gegensatz dazu
ist bei der indirekten Fluoreszenzfarbung der primére Antikdrper nicht mit einem
Fluorophor konjugiert und daher die Zugabe eines fluoreszierenden Sekundéar-
antikérpers notwendig.

Primar- und Sekundarantikérper wurden entsprechend den Vorgaben des Herstellers
mit Antikbrpergrundlésung (PBS + 2,5% FCS) verdinnt. Davon wurden jeweils 300 pl
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in ein Well pipettiert und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Taumler oder Uber
Nacht im Kiuhlschrank inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Kammern mehrmals
mit PBS gewaschen und dann bei Raumluft getrocknet. Vor der Fertigstellung wurden
die Flussigkeitssperren zwischen den Kammern mit der mitgelieferten Vorrichtung
entfernt. Die Einbettung der Praparate erfolgte dann mit je 10 yul Mounting Medium,
welchem DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol) in einer Verdinnung von 1:100 hinzugeflgt
wurde. Die Objekttrager wurden blasenfrei mit Deckglaschen abgedeckt und mit
Klarlack fixiert und vor Austrocknung geschuitzt. Die Auswertung erfolgte mit dem
Fluoreszenzmikroskop Axio Imager M1 und der Software Axio Vision. Fotografien
wurden bei standardisierten Filter-, Belichtungs-, Blenden- und Expositionsein-

stellungen aufgenommen, um die Vergleichbarkeit zu gewéahrleisten.

2.2.6 Isolierung humaner Lymphozyten und CFSE-Farbung

Die Versuche mit isolierten Lymphozyten freiwilliger Probanden wurden von der Ethik-
Kommission der Universitatsmedizin Goéttingen genehmigt. Die Lymphozytenisolierung
erfolgte aus frisch entnommenem heparinisiertem Vollblut. Das Blut wurde in gleichen
Anteilen mit HBSS vermischt. Die Auftrennung in die verschiedenen Dichtegradienten
erfolgte mittels Ficoll-Paque-Plus. Dazu wurde jeweils in ein 50 ml Reaktionsrohrchen
10 ml Ficoll gefullt, welches dann vorsichtig mit dem HBSS-Blutgemisch Uberschichtet
wurde. Nach 30-minutiger Zentrifugation bei 410 x g bei Raumtemperatur ohne
Bremsvorgang entstehen klar abgegrenzte Phasen. Am Boden des Reaktionsgefal3es
sedimentieren die Erythrozyten sowie die Granulozyten. Zwischen der sich dartber
befindlichen Ficoll-Phase und dem Plasma, welches aufgrund seiner geringen Dichte
die oberste Schicht bildet, befindet sich als so genannte Interphase eine Schicht aus
Lymphozyten und Monozyten. Diese mononukle&ren Zellen wurden vorsichtig mit einer
Pipette abgenommen und im Verhéltnis 1:4 mit HBSS vermischt. Daran schloss sich
eine erneute Zentrifugation bei 300 x g fir 10 Minuten an. Die Lymphozyten wurden
daraufhin mit CFDA-SE (Carboxyfluoreszein Diazetat Succinimidyl Ester) markiert.
Dabei handelt es sich um einen membrangéangigen Farbstoff, welcher intrazellular in

das fluoreszierende CFSE (Carboxyfluoreszein Succinimidyl Ester) gespalten wird.
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Dazu wurden 2 pl des in DMSO gelosten CFDA-SE in einer Konzentration von 10 mMin
10 mI HBSS (37°C) geldst, das nach der Zentrifugation verbliebene Zellsediment darin
re-suspendiert und fir 15 Minuten bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Im Anschluss daran
erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt bei gleichen Bedingungen. Der dadurch
entstandene Uberstand wurde verworfen, die Zellen wurden in 10 ml HBSS (37°C) re-
suspendiert und fur 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Danach wurde abermals bei
gleichen Bedingungen zentrifugiert, der Uberstand verworfen und nochmals mit HBSS
gewaschen. Das entstandene Zellsediment wurde in HBSS re-suspendiert und mittels

Turks-Lo6sung in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahilt.

2.2.7 Flusskammerexperimente

Die Anwendung der individuell angefertigten Flusskammer (Abb. 3) ermdglicht es, in vitro
die Bedingungen des Blutflusses zu simulieren und somit dynamische Interaktionen
zwischen adhéarenten Endothelzellen und im Flussigkeitsstrom bewegten Leukozyten zu
untersuchen. Dafir werden Endothelzellen auf einem Objekttrager bis zur Konfluenz
kultiviert. Kurz vor dem Experiment wird dieser Objekttrager auf einen Acrylquader platziert.
Dieser Acrylquader besitzt in der Mitte eine Aussparung mit einer Breite von 5 mm, einer
Lange von 35 mm und einer Tiefe von 50 um. An einer Seite befindet sich ein Zulauf- und
an der gegeniuber liegenden Seite ein Ablaufschlauch. Der Acrylquader mit dem
Endothelzellen tragenden Objekttrager wird in einem passenden Aluminiumgestell mit
Exzenter-Schrauben fixiert. An den Zulaufschlauch wird eine 1 ml-Spritze angebracht,
deren gleichmallige und stufenlos regelbare Entleerung Uber eine nicht-peristaltische
Infusionsspritzenpumpe gewahrleistet wird. Die Flussrate betrug 1,12 ml/h. Aufgrund der
Hohe und Breite der Kammer ergibt sich eine Flusskraft von 0,0000149 N/cm?
(1,49 dyn/cm?), was in etwa dem physiologischen Fluss in kleinen BlutgefaRen (Kapillaren

und Venolen) entspricht.
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Material und Methoden

Zulaufschlauch

Abb. 3: Flusskammer mit Versuchsaufbau.

2.2.7.1 Aussaat der Endothelzellen auf den Glasboden der Flusskammer

Zur Durchfiihrung der Flusskammerexperimente wurden die Endothelzellen bei einer
Konfluenz von 90% auf Objekttrager (Thermanox™) ausgesat. Dazu wurden die Zellen
in Ublicher Weise aus den Kulturflaschen geerntet und in einer Dichte von 100.000

Zellen pro Milliliter in Wachstumsmedium suspendiert. Die Objekttrager wurden in
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Petrischalen gelegt und mit einer Glaspipette wurde vorsichtig jeweils ein Milliliter der
Zellsuspension auf der Oberflache der Objekttrager verteilt. Nach 4 Stunden Kultur bei
37°C wurde mikroskopisch kontrolliert, ob die Zellen angewachsen waren und einen
dichten Rasen bildeten. Anschliel3end wurden die Objekttrager in den Petrischalen mit
7 ml Wachstumsmedium Uberschichtet. Nach 24 Stunden wurden die Objekttrager mit
PBS gewaschen und die Zellen wurden fur nochmals 24 Stunden in
Verarmungsmedium kultiviert. Sofern der Versuchsplan die Behandlung der
Endothelzellen vorsah, wurden sie fir 24 Stunden mit Ino-C2-PAF in verschiedenen im
Text angegebenen Konzentrationen inkubiert. War keine Behandlung notwendig, wurde

nur das Verarmungsmedium erneuert.

2.2.7.2 Durchfihrung der Flusskammerexperimente

Die fluoreszierenden (mit CFSE intravital markierten) Leukozyten (PBMC) wurden, je hach
Experiment, mit Ino-C2-PAF behandelt oder unbehandelt in einer Dichte von 10° Zellen pro
Milliliter in HBSS mit 2 mM CaCl, suspendiert. Die Leukozyten-Suspension wurde in
einer 1 ml-Spritze aufgenommen und mit der Infusionsspritzenpumpe in die Flusskammer
perfundiert. Zu Beginn des Experimentes wurde die Infusionsspritzenpumpe auf eine
Flussgeschwindigkeit von 1,12 ml/h eingestellt. Im abgedunkelten Raum konnte der Fluss
der markierten Lymphozyten im FITC-Kanal des Fluoreszenzmikroskopes (Axiovert 200)
beobachtet und digital archiviert werden. Mit der Software Metamorph (Molecular Devices)
erfolgte die Auswertung am Computer. Zur standardisierten quantitativen Bestimmung des
Rollens wurden im Flussigkeitsstrom abgebremste Zellen fiir 10 Minuten in einer 16-fachen
VergroR3erung ausgezéahlt (Lockmann und Schon 2013; Lockmann und Schon 2014;
Giegold et al. 2009). Direkt im Anschluss wurden die fest adharenten Zellen auf den
Objekttragern standardisiert bei einer 8-fachen VergroRerung fotodokumentiert und

ausgezahlt.

2.2.8 Durchflusszytometrie
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2.2.8.1 Endothelzellen

Jeweils 80.000 Endothelzellen pro Well wurden in 1 ml Wachstumsmedium in einer
12-Well-Platte ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte die Umsetzung auf das
Verarmungsmedium. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen fir einen weiteren Tag
mit Ino-C2-PAF in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Vier Stunden vor
Versuchsende wurden die Zellen mit TNFa (25 ng/ml) stimuliert. Fir das Experiment
wurden die Zellen einmalig mit PBS gewaschen, die adhérenten Endothelzellen wurden
mittels Accutase geldst und anschlieRend in PBS mit 5% AB-Serum in ein FACS-R6hrchen
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde bei 1300 rpm zentrifugiert und der Uberstand
wurde bis auf einen Rest von etwa 50 pl abgesaugt. Die Zellen wurden durch vorsichtiges
Schitteln re-suspendiert, der Primarantikdrper wurde hinzugefugt und die Zellen wurden fur
30 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen und bei Bedarf mit
einem mit fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundarantikorper erneut fiir 30 Minuten bei
4°C inkubiert. Vor Versuchsbeginn erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS mit
anschlieender Zentrifugation, bevor die Zellen in 500 pl PBS re-suspendiert wurden. Die
Oberflachenexpression der Molekile VCAM-1 (CD106), ICAM-1 (CD54) und E-Selektin
(CD62E) wurde durchflusszytometrisch am FACSCanto Il bestimmt und mit der FACS

Diva-Software ausgewertet.

2.2.8.2 Humane Lymphozyten

Nach ihrer Isolierung aus dem peripheren Blut wurden humane Lymphozyten in
angereichertem RPMI-Medium kultiviert. Die Behandlung mit Ino-C2-PAF erfolgte tber 2
Stunden bei 37°C und 5 % CO,. Nach Abschluss der Behandlung wurde die Zellsuspension
bei 1100 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und die
sedimentierten Zellen wurden mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und
Abnahme des Uberstandes wurde das Zellsediment in 1 ml PBS mit 5% AB-Serum re-
suspendiert. Jeweils 100.000 Zellen/ml wurden auf FACS-R6hrchen verteilt. Die R6hrchen

wurden anschlieRend nochmals fiir 7 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert und der Uberstand
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wurde bis auf einen Rest von etwa 50 ul abgenommen. Die Antigen-Detektion erfolgte mit
direkt konjugierten Antikdrpern fir 30 Minuten bei 4 °C. Nach Abschluss der Inkubationszeit
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und danach durchflusszytometrisch analysiert. Es
wurden CD3-positive T-Lymphozyten hinsichtlich ihrer Expression von CD1la (LFA-1,
Leukocyte Function-associated Antigen-1, Integrin a,), CD49d (VLA-4, Very Late Antigen-4,
ay-Integrin), CD62L (L-Selektin) und CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen) untersucht.

2.2.8.3 Murine Lymphozyten

Nach Entnahme des Mausblutes erfolgte die zweimalige Erythrozytenlyse. Es wurden
jeweils 100.000 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte fir Suspensionszellen ausgesét. In
jedes Well wurde 0,5 pl Fc-Blocklosung (enthalt blockierende Antikoérper gegen
CD16/CD32 (Fc-ylll- und Fc-yll-Rezeptoren)) pipettiert und die Kulturplatten wurden far
5 Minuten bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurden die priméaren fluoreszierenden
Antikorper hinzugegeben und die Zellen wurden fir 30 Minuten bei 4 °C erneut inkubiert.
Nach Abschluss der Farbung wurden jeweils 100 ul PBS hinzugefugt und die Proben
wurden fur 10 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgegossen, die sedimentierten Zellen wurden in PBS 100 pl re-suspendiert, in ein FACS-

Rohrchen Gberfihrt und danach durchflusszytometrisch gemessen.

2.2.9 In-vivo-Experimente

Die Tierversuche wurden durch das Niedersachsische Landesamt fur Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit unter der amtlichen Tierversuchsnummer 33.14-42502-04-12
genehmigt. Alle verwendeten Tiere wurden in der Tierversuchseinrichtung der Universi-
tdtsmedizin Gottingen unter standardisierten Bedingungen gehalten. Die Mause waren in
einem Scantainer (Scanbur, Danemark) untergebracht und es wurde ein 12-Stunden-Tag/
12-Stunden-Nacht Rhythmus simuliert. Die Versorgung mit Futter und Wasser erfolgte

ad libitum.
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Verwendet wurden zwei verschiedene Mauslinien. Die Zucht der K5.hTGFB1 erfolgte im
ICR (CD-1)-Hintergrund. Die Insertion des humanen TGFB1 in den Keratin 5 Promoter fuhrt
zu einer dauerhaft erhdhten TGFB1-Expression, die mit einem psoriasiformen Phanotyp
einhergeht (Li et al. 2004).

Entsprechend den Originalpublikationen erfolgte die Zucht des JunB/c-Jun defizienten
Mausstammes ebenfalls in einem ICR (CD-1)-Hintergrund mit einer induzierbaren Deletion
von JunB/c-Jun durch die intraperitoneale Applikation von Tamoxifen (Zenz et al. 2005).
Anders als in der Publikation entwickelten die Mause im Tierstall der UMG spontan einen
chronisch- entziindlichen Phanotyp ohne vorherige Tamoxifeninduktion. Insgesamt war der
Phanotyp auch deutlich milder ausgepréagt und spiegelte sich vorrangig an den Ohren wie-
der.

Die Tiere wurden in einem Alter zwischen 8 und 12 Wochen in Experimenten verwendet.
Die Behandlung erfolgte in allen Versuchen intraperitoneal. Ino-C2-PAF wurde in NaCl
0,9% geldst und in einer Dosis von 30 mg/KG appliziert. Alle Tiere wurden zweimal wo-
chentlich gewogen und klinisch untersucht. Die Auspragung des jeweiligen Phanotyps wur-
de anhand einer klinischen Schweregrad-Skala (Score) dokumentiert. Fir die klinische Un-
tersuchung und Gewichtsmessung erfolgte jeweils eine Kurznarkose mit Isofluran (Forene®)
mit Hilfe des Vevo-Compact-Dual-Anaesthesia-Systems. Zum Versuchsende wurden die
Tiere mittels Kohlenstoffdioxid narkotisiert und durch Genickbruch getétet. Anschliel3end
wurden die Gewebeproben entnommen. Die entnommenen Gewebe wurden entweder di-
rekt in 4 %-iger Paraformaldehyd-L6sung inkubiert und anschlie3end in Paraffin eingebettet
oder in O.C.T. eingefroren und bei -80°C gelagert. Im Anschluss erfolgten die immunhisto-

chemischen Farbungen fur die mikroskopischen Auswertungen.

Die Dicke der Epidermis wurde anhand der Gewebsschnitte nach der Hamatoxylin und Eo-
sin Farbung bestimmt. Die Dicke wurde dabei pro Versuchstier an 10 verschiedenen Punk-
ten gemessen (AxioVision Software, Zeiss) . Anschliel3end erfolgte die Berechnung des
Mittelwertes aller Versuchstiere einer Gruppe mit der Standardabweichung. Die Bestim-
mung der Anzahl der Mastzellen erfolgte nach der Giemsafarbung. Es wurden jeweils 10

Gesichtsfelder pro Versuchstier ausgezahlt und pro Kohorte gemittelt. Die mikroskopischen
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Bilder wurden mit dem Mikroskop Axioskop 2 und der Kamera Axio CAM MRc aufgenom-

men.

2.2.9.1 Histochemische und immunhistochemische Farbungen

Fur die mikroskopische Auswertung wurden von den in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben mit dem Mikrotom 3 pum dicke Schnitte hergestellt und auf Objekttragern
platziert. Um in wassrigen Losungen farbbar zu sein, wurden die Gewebeschnitte
entparaffiniert und re-hydriert. Die Objekttrager wurden dafur dreimal fir 10 Minuten mit
Xylol gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation in Isopropanol fir 10 Minuten. Die Re-
Hydration erfolgte schrittweise in 100%, 90%, 70% und 50% Ethanol jeweils fir 10 Minuten.
AnschlieRend wurden die Praparate mit PBS gewaschen. Gemald den Angaben des
Herstellers erfolgten die Farbungen mit Hamatoxylin und Eosin, nach Giemsa oder mit

einem gegen CD31 gerichteten Antikérper.

Fur die Herstellung von Gefrierschnitten wurden die in O.C.T. eingebetteten Gewebeproben
verwendet. Mittels eines Gefriermikrotoms wurden 5 um dicke Schnitte hergestellt und auf
Superfrost® Objekttrager aufgebracht. Die Proben wurden fir 10 Minuten mit Methanol bei
20°C fixiert. Anschlie3end wurden sie mit PBS gewaschen. Um die endogene Peroxidase
zu blockieren, erfolgte im Anschluss die Inkubation mit 0,3%-iger Wasserstoffperoxid-
[6sung fir 10 Minuten. Danach wurden die Proben dreimal fur drei Minuten mit PBS
gewaschen. Um unspezifische Antikbrper-Anheftungen zu minimieren, wurden die Proben
mit einer Blocklésung, PBS + 5% FCS + 5% Serum (entsprechend dem 2. Antikérper),
behandelt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit Biotin-gekoppelten Antikdrpern gemar
den Herstellerangaben. Danach wurden die Schnitte mit konjugierter Streptavidin-
Peroxidase fur 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in
PBS wurde die Farbreaktion mit einer AEC-LAsung durchgefthrt. Fur die Gegenfarbung
wurde Hamalaunlésung verwendet. Die Praparate wurden schliel3lich mit wassriger Ein-

bettlosung (Faramount von DAKO) eingebettet und mit einem Deckglaschen abgedeckt.
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2.2.9.2 Blutentnahme bei Mausen und Lymphozytenisolierung aus dem Mauseblut

Die Blutentnahme erfolgte an mit Isofluran narkotisierten Mausen. Mittels einer
heparinisierten Kanule (Durchmesser 10 um) wurde Blut aus dem retrobulbaren Plexus
entnommen, in ein mit EDTA beschichtetes Rohrchen Uberfihrt und geschwenkt.
400 pl Vollblut wurden anschliel3end in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen pipettiert, mit 8 ml
Erythrozyten-Lysispuffer versetzt und 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die
Zugabe von 22 ml PBS (4°C) wurde die Reaktion unter vorsichtigem Schwenken gestoppt.
Die Suspension wurde danach fur 7 Minuten bei 4 °C und 1300 rpm zentrifugiert. Im
Anschluss wurde die Lyse wiederholt. Das verbliebene Zellsediment wurde in 1 mI PBS re-
suspendiert und erneut fir 7 Minuten bei 4 °C mit 1300 rpm zentrifugiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurden die Zellen in der Neubauer-Kammer gezahlt, in PBS
aufgenommen und mit einer Dichte von 100.000 Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte
verteilt. AnschlieBend wurden die Oberflachenmolekile mit fluoreszierenden Antikdrpern fur

die Durchflusszytometrie gefarbt.

2.2.10 Statistische Auswertung

Statistische Auswertungen wurden mit dem ungepaarten t-Test (two tailed students t-Test)
durchgefuhrt (Software Excel, Microsoft). Werte von p < 0,05 wurden als statistisch

signifikant gewertet. Die statistischen Tests waren stets zweiseitig.
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3. Ergebnisse

3.1 Ino-C2-PAF reduziert die Viabilitdt menschlicher Endothelzellen in vitro
moderat und es induziert Apoptose in TNFa-aktivierten, nicht aber in

unstimulierten Endothelzellen

In der ersten Versuchsreihe wurde die Zusammensetzung des Verarmungsmediums
optimiert. Da insbesondere der Serumanteil im Medium die biologischen Wirkungen der
Antitumorlipide in vitro beeinflussen kann, wurde zunéchst die Wirkung von Ino-C2-PAF auf
die Zellviabilitat humaner Endothelzellen (HUVEC) bei unterschiedlichen Serum-
Konzentrationen im Medium untersucht. Dazu wurde die Umwandlung des
Tetrazoliumsalzes (3-(4,5-dimethyl-thiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid)) in For-
mazan kolorimetrisch bestimmt. Wahrend die Zellviabilitaét ohne Serum bereits ohne Ino-C2-
PAF stark beeintrachtigt wurde, schwéachten hohe Serum-Konzentrationen von 2% die Ino-
C2-PAF-Wirkung ab. Die deutlichsten und am besten reproduzierbaren Ergebnisse bei
gleichzeitig erhaltener prinzipieller Viabilitat der Zellen wurden bei einer Serum-
Konzentration von 1% erzielt (Abb. 4). Deshalb wurde in den folgenden In-vitro-

Versuchsreihen standardisiert ein 1%-iger FCS-Anteil im Medium verwendet.
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Abb. 4: Der Serumanteil des Mediums beinflusst die Ino-C2-PAF-Wirkung auf die
Zellviabilitat.

HUVEC-Zellen wurden fur 24 h mit Ino-C2-PAF in den angegebenen Konzentrationen im
Verarmungsmedium kultiviert. Dieses Medium enthielt entweder 0 %, 0,5 %, 1 % oder 2 % fetales
Kalberserum. Die Zellviabilitat wurde mittels CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
bestimmt. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils 6
Einzelmessungen eines reprasentativen Experimentes (xSD). Das Experiment wurde insgesamt
drei Mal mit ahnlichen Ergebnissen durchgefiihrt.

TNFa ist ein zentrales Zytokin bei vielen chronisch-entziindlichen Erkrankungen
einschlie3lich der Psoriasis. Manche seiner pathophysiologischen Wirkungen kénnen
in vitro modelliert werden. Zu den letzteren Effekten gehort die Aktivierung vaskularer
Endothelzellen, die in den folgenden Experimenten im Zusammenhang mit der Ino-C2-
PAF-Wirkung genauer untersucht wurde.

Die Stimulation kultivierter Endothelzellen (HUVEC) mit 25 ng/ml TNFa fur 4 h fuhrte im

Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle zu einer leichten, statistisch nicht signifikanten
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Steigerung der Zellviabilitat. Die Behandlung mit Ino-C2-PAF flir 24 h resultierte in einer
dosisabhangigen Reduktion dieses Parameters, welche bei Konzentrationen =210 uM statis-
tische Signifikanz beim Vergleich mit den Kulturen ohne Ino-C2-PAF-Behandlung erreichte
(Abb. 5). Die Zellviabilitat der mit TNFa-stimulierten und diejenige der nicht stimulierten En-
dothelzellen wurde durch Ino-C2-PAF in dhnlicher Weise konzentrationsabhangig verrin-

gert; zwischen beiden Zellpopulationen bestand kein signifikanter Unterschied (Abb. 5).
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Abb. 5: Ino-C2-PAF inhibiert die Zellviabilitat gleichermaf3en in nicht stimulierten und mit
TNFa-aktivierten humanen Endothelzellen.

HUVEC-Zellen wurden fir 24 h mit Ino-C2-PAF in den an der X-Achse angegebenen
Konzentrationen behandelt. Die Kulturen wurden fir die letzten 4 h der Inkubationszeit fir jeweils
4 h in normalem Kulturmedium (graue Balken) oder in Gegenwart von 25 ng/ml TNFa (schwarze
Balken) kultiviert. Die Zellviabilitdt wurde mit dem ,CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay“ bestimmt. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus jeweils 6
Einzelmessungen, die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an. Vergleichbare
Ergebnisse wurden in 2 weiteren Versuchen ermittelt. * p < 0,05, ** p < 0.01, ** p < 0.001.
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Ganz im Gegensatz zur Zellviabilitat fanden sich in nicht stimulierten und in TNFa-
aktivierten Endothelzellen erhebliche Unterschiede hinsichtlich der Ino-C2-PAF-induzierten
Apoptose, die im ELISA durch den Nachweis Histon-gebundener DNA-Fragmente
gemessen wurde. Die Behandlung mit Ino-C2-PAF bis zu einer hohen Konzentration von
20 uM bewirkte in nicht stimulierten Endothelzellen keinerlei Apoptose-Induktion (Abb. 6).
In Endothelzellen, die durch TNFa stimuliert wurden, induzierte Ino-C2-PAF hingegen in
konzentrationsabhéngiger Weise eine ausgepragte apoptotische Reaktion (Abb. 6). Ino-C2-
PAF fuhrte bei Konzentrationen von 15 uM und 20 pM zu einer signifikanten Zunahme der
Endothelzell-Apoptose im Vergleich zu Kontrollzellen, die mit TNFa stimuliert, aber nicht mit
Ino-C2-PAF behandelt wurden (auf das 2,3-fache bei 15 uM und auf das 2,8- fache bei 20
MM; p<0,01 in beiden Fallen).
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Abb. 6: Ino-C2-PAF induziert Apoptose in TNFa-stimulierten, nicht aber in unstimulierten
humanen Endothelzellen.

Endothelzellen (HUVEC) wurden fir 24 h mit 5, 10, 15 oder 20 pM Ino-C2-PAF behandelt und
wahrend der letzten 4 h mit 25 ng /ml TNFa stimuliert (schwarze Balken) oder nicht stimuliert (graue
Balken). Der ,Cell death detection ELISA* wurde zur Detektion Histon-gebundener DNA-Fragmente
verwendet. Die gezeigten Werte reprasentieren Mittelwerte aus jeweils 3 Einzelmessungen (£ SD).
Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Experiment, das zweimal mit &hnlichen Ergebnissen
wiederholt wurde. ** p < 0,01.
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3.2 Ino-C2-PAF reduziert die Expression der endothelialen Adhéasionsmolekile
E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1

Um zu Uberpriufen, ob Ino-C2-PAF auch weitere mit Entziindungsprozessen assoziierte
endotheliale Funktionen beeinflusst, wurde in den folgenden Experimenten die Expression
verschiedener Adhasionsmolekile und Mediatoren, die malgeblich an chronisch-
entzindlichen Krankheiten wie der Psoriasis beteiligt sind, untersucht. Der Fokus war dabei
auf Molekule gerichtet, die die Rekrutierung verschiedener Leukozyten-Populationen in
entzundlich veranderten Endothelien vermitteln. Bei entziindlichen Prozessen kommt es
zum Austritt von Leukozyten aus dem Blutstrom in das umgebende Gewebe. Vor dem
eigentlichen Vorgang des Leukozytenaustritts, der Diapedese, welche Uberwiegend
parazellular, aber in geringerem Mal3e auch transzellular stattfindet, kommt es zuerst zu
lockerer Anheftung und Rollen (tethering und rolling) der Leukozyten entlang der vaskularen
Endothelzellen. Die endothelialen Adhasionsmolekile E- und P-Selektin (CD62E und
CD62L) sind zentrale Rezeptoren in diesem Prozess. Daran schliel3en sich die Aktivierung
und die feste Adhasion an, diese wiederum werden durch andere Adhasionsmolekile,
insbesondere ICAM-1 (CD54) und VCAM-1 (CD106) vermittelt (Schoén et al. 2003;
Reglero-Real et al. 2012). Die Expressionsstarke endothelialer Zelladhéasionsmolekile kann
in vitro durch Stimulation mit TNFa verstarkt werden (Oostingh et al. 2007; Wallbrecht et al.
2011; Lockmann und Schoén 2014).

Zu Beginn wurde die Ino-C2-PAF-Wirkung auf transkriptioneller (mMRNA)-Ebene mittels
semiquantitativer PCR untersucht. Die Auswertungen der Signale in den Gelen erfolgten
densitometrisch. TNFa (25 ng/ml flr 4 h) induzierte deutlich die Transkription von VCAM-1,
ICAM-1 und E-Selektin. Zusatzlich wurden die Chemokine MCP-1 und IL-8 hochreguliert.
Die Expression von VEGF und VE-Cadherin wurde hingegen durch TNFa nicht beeinflusst.
Die Behandlung mit Ino-C2-PAF in einer Konzentration von 20 pM reduzierte die
Expression von VCAM-1 um 60%. E-Selektin und ICAM-1 konnten um 40-50%
herabreguliert werden. Die Suppression war konzentrationsabhangig (Abb. 7). Dass die
Transkription von VEGF, VE-Cadherin (CD144), MCP-1 (CCL2) und IL-8 (CXCL8) nicht
inhibiert wurde, zeigte, dass die Wirkung von Ino-C2-PAF auf die Transkription
entzindungsrelevanter Gene in humanen Endothelzellen nicht global war, sondern eine

gewisse Selektivitat aufwies.
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Abb. 7: Ino-C2-PAF reduziert die Transkription endothelialer Adhasionsmolekile.
Die Bestimmung der spezifischen mRNA erfolgte mittels semiquantitativer PCR und
densitometrischer Auswertung. Ino-C2-PAF inhibiert konzentrationsabhangig die Transkription von
VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin in TNFo-stimulierten Endothelzellen. Nicht beeinflusst wurde die
Expression VEGF, VE-Cadherin, MCP-1 und IL-8. Die Expression des ,Kontrollgens* GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) war unter samtlichen Bedingungen weitgehend
konstant.

Im n&chsten Schritt wurde die Expression der entztindungsrelevanten Adhasionsmolekiile
auf Proteinebene mit zwei komplementdren Methoden, Durchflusszytometrie und
Immunfluoreszenz-Mikroskopie, untersucht. Dazu wurden die Endothelzellen wiederum fur
24 h mit Ino-C2-PAF behandelt und vier Stunden vor Versuchsende mit TNFa stimuliert.
Die Ergebnisse der PCR-Experimente fur VCAM-1 spiegelten sich in der
durchflusszytometrischen Analyse wider. Die Expression dieses Rezeptors erhéhte sich

nach der Stimulation mit TNFa auf mehr als das Doppelte (MFI=448,67 in unbehandelten
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und MFI=954,33 in TNFa stimulierten Endothelzellen; p <0.05; Abb. 8). Dieser Anstieg der
Expressionsstarke wurde durch Ino-C2-PAF im Vergleich zur unbehandelten TNFa-
stimulierten Kontrolle dosisabhéngig reduziert; bei 10 und 15 pM signifikant um 57,6%
beziehungsweise 65,2% (jeweils p < 0,05 beim Vergleich mit der TNFa-stimulierten
Kontrolle). Die Expression von E- Selektin lief3 sich um bis zu 22 % reduzieren bei 15 uM
Ino-C2-PAF. Die ICAM-1-Expression wurde durch Ino-C2-PAF nicht eindeutig beeinflusst
(Abb. 8).
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Abb. 8: Ino-C2-PAF reduziert die Oberflachenexpression von VCAM-1, E-Selektin und ICAM-1
auf HUVEC.

Humane Endothelzellen wurden fur 24 h mit Ino-C2-PAF (5, 10 oder 15 pM) behandelt. Die
Proteinexpression wurde nach Antikérperfarbung mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die
Zellen wurden 4 h vor Versuchsende mit 25 ng/ml TNFa stimuliert (schwarze Balken) oder blieben
unstimuliert (graue Balken). Dargestellt ist der Standardfehler (+ SEM) von 3 unabh&ngigen
Experimenten. * p < 0,05 im Vergleich mit der unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrolle.

Diese Ergebnisse wurden in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie von HUVEC prinzipiell

bestétigt (Abb. 9). Die Endothelzellen wurden wieder fur 24 h mit 15 uM Ino-C2-PAF
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behandelt, 4 h vor Versuchsende erfolgte die Stimulation mit 25ng/ml TNFa. Die
Fluoreszenz nach Bindung VCAM-1-spezifischer Antikorper prasentierte sich deutlich
reduziert im Vergleich zu den unbehandelten stimulierten Kontrollzellen. E- Selektin wurde

in moderatem Ausmal3 herunterreguliert und die Expression von ICAM-1 erschien nicht

vermindert.

VCAM-1
CD106

E-Selektin
CD62E

ICAM-1
M CD54

TNFa

15 uM
Inositol- C2- PAF

Abb. 9: Abnahme der Expression von VCAM-1 und E-Selektin, aber nicht von ICAM-1 bei
einer Behandlung mit 15 pM Ino-C2-PAF.

Dargestellt sind HUVEC nach Immunfluoreszenzfarbung mit Antikbrpern gegen die angegebenen
Adhéasionsmolekile. Der abgebildete Mal3stab betragt 100 uM. Die Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt. Es zeigte sich eine fast vollstandige Aufhebung der VCAM-1-Fluoreszenz nach
24-stindiger Behandlung mit Ino-C2-PAF. Die Expression von E- Selektin ist moderat vermindert im
Vergleich zur unbehandelten TNFa-Kontrolle. Fir ICAM-1 war kein inhibitorischer Effekt darstellbar.
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3.3 Inhibition entziindungsassoziierter Gene in HaCaT-Zellen durch Ino-C2-PAF

Bisher publizierte Untersuchungen mit Ino-C2-PAF erfolgten vor allem an HaCaT-Zellen.
Dabei konnten Reduktion der Proliferation, Einleitung der Apoptose sowie gesteigerte Ex-
pression der Differenzierungsmarker Involucrin und Transglutaminase gezeigt werden
(Fischer et al. 2006). In Erganzung dieser Ergebnisse zeigte sich in dieser Arbeit eine
TNFa-abhangige Expression von VCAM-1, ICAM-1, IL- 8, und MCP in HaCaT-Zellen
(Abb. 10). Die verstarkte Expression von VCAM-1 wurde durch Ino-C2-PAF am starksten
gehemmt. Bereits eine Behandlung mit 3 uM Ino-C2-PAF fiir 24 h flhrte zu einer deutlichen
Inhibition, die durch RT-PCR nachgewiesen wurde. Bei einer Konzentration von 5 und
15 uM war keine VCAM-1-Expression mehr detektierbar. Der Einsatz von 15 uM resultierte
daruber hinaus in einer kompletten Inhibition der ICAM-1-Expression auf mMRNA-Ebene. Im
Gegensatz zu den Resultaten in HUVEC-Zellen (Abb. 7) bewirkte Ino-C2-PAF in HaCaT-
Zellen eine Inhibition der TNFa-stimulierten Expression von IL-8 und MCP-1 (Abb. 10). Die
Expression von VEGF war vergleichbar derjenigen in HUVECS. Eine Inhibition konnte nicht

dargestellt werden.
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Abb. 10: Ino-C2-PAF inhibiert die Transkription von Adhasionsmolekilen und Chemokinen
in humanen Keratinozyten (HaCaT-Zellen).

HaCaT-Zellen wurden fir 24 h mit Ino-C2-PAF in den Konzentrationen 1,5, 3, 5 und 15 pM in se-
rumfreiem Medium behandelt. Vier Stunden vor Versuchsende erfolgte die Stimulation mit 25 ng/ml
TNFa. Die Bestimmung der mRNA-Expression erfolgte mittels semiquantitativer RT-PCR. Ino-C2-
PAF inhibiert konzentrationsabhangig die TNFa-induzierte Transkription von VCAM-1, ICAM-1, IL-8
und MCP-1. Nicht beeinflusst wurde die Expression VEGF. Dargestellt ist ein reprasentatives Er-
gebnis. Der Versuch wurde insgesamt 3-mal mit ahnlichen Ergebnissen durchgefiihrt.

3.4 Die Expression humaner leukozytarer Adhasionsmolekile wird durch
Ino-C2-PAF vermindert

Fur die Rekrutierung der Entziindungszellen sind nicht nur endotheliale, sondern auch
leukozytare Zelloberflachen-Moleklle bedeutsam. Um die Wirkungen von Ino-C2-PAF
auch auf die mobilen Leukozyten zu untersuchen, wurden mononukleare Zellen
(Leukozyten) des peripheren Blutes (PBMC) von gesunden Spendern mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation aus heparinisierten Vollblut isoliert und in RPMI-Medium
kultiviert. Die Zellen wurden fur zwei Stunden mit 5, 15 oder 30 uM Ino-C2-PAF bei 37° und

5 % COz inkubiert. Die Expression der Oberflachenmolekiile CD62L (L-Selektin), CD11a
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(a-Kette des LFA-1, Leukocyte Function-associated Antigen-1), CD49d (VLA-4, Very Late
Antigen-4) und CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen) wurde nach Antikdrpermarkierung

durchflusszytometrisch anhand der MFI (mean fluorescence intensity) ausgewertet.

Die Behandlung mit Ino-C2-PAF flhrte zu einer konzentrationsabh&ngigen
Expressionsabnahme. Funf uM Ino-C2-PAF fuhrten zu einer Verminderung der MFI von
CD62L um 34 % (Abb. 11). Die héchste eingesetzte Konzentration von 30 uM reduzierte die
Expressionsstarke um 86 % im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Die in vitro
Behandlung von PBMC mit Ino-C2-PAF fuhrte bei einer Konzentration von 30 uM zu einer
Reduktion des Integrindimers VLA-4 um 50%. Das Integrin LFA-1 besteht gleichfalls aus
einer a-Kette (CD11a) und einer B-Kette (CD18). CD11a wurde nach der zweistiindigen
Inkubation mit 30 uM Ino-C2-PAF um 89 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
herunterreguliert. Der Einsatz von 5 und 15 pM hatte keinen Einfluss auf die Expression von
CLA. Erst ab einer Konzentration von 30 uM liel3 sich eine moderate Reduktion der
Expressionsstarke um 31% erzielen. Zusammenfassend fuhrte die in vitro Behandlung
humaner PBMC mit Ino-C2-PAF konzentrationsabhangig zu einer deutlich verminderten
Expression aller hier untersuchten Oberflachenmolekiile.

55



CDB2L cD11a CLA
MFI=6896 , 5 HM MFI=370 SuM _ 5 uM
1= Ny EE el | MFI=4786
: i | _MFI=509 ] H
2] MFI=4341 - ‘

100
s

[

LEaLL s i e e
10 10 10° 10°

0
o
0
0

15 M 15uM 1 15 uM

K
o

MF1=469

MFI=391

190

A
L A

MFI=5684

lﬂ . HV?DIH ‘I?CIL L ‘2

N

T e
T T, T, U
1 0 10

t
10*

o
0

30 uM ] _MFI=362 30 pM
| il

g n

30 M

A
ML

A

MF[=4294

L
A

o

n 1 L

Sy
L b
L P R P L L
10 10 0* 10 10

relative Fluoreszenzinstensitat

PE-A FITC- A

Abb. 11: Ino-C2-PAF reduziert die Expression von CD62L, CD49d, CD11a und CLA auf
humanen PBMC.

PBMC wurden mittels Ficoll- Dichtegradientenzentrifugation aus humanem Vollblut isoliert und fur
2 h mit 5, 15 oder 30 pM Ino-C2-PAF bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Die Expression der

genannten Adhasionsmolekiile wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die grauen Histogramme
demonstrieren jeweils die unbehandelten Kontrollen. Der starkste inhibitorische Effekt zeigte sich
auf die Expression von CD62L. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis. Das Experiment wurde
zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
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3.5 C57BL6/J- Mause reduzieren nach der Behandlung mit Ino-C2-PAF in-vivo die
leukozytare Expression von CD62L, aber nicht von CD49d und CD11a

C57BL6/J-Wildtyp-Mause wurden in 4 Gruppen eingeteilt, wovon die Tiere in drei Gruppen
mit Ino-C2-PAF (jeweils 30 mg/kg i. p.) behandelt wurden. Eine Gruppe wurde als Kontroll-
gruppe gefuhrt und erhielt keine Behandlung. Gruppe 1 wurde einmalig 24 h vor Versuchs-
ende mit Ino-C2-PAF behandelt. Gruppe 2 erhielt 72 h und 24h vor Beendigung jeweils eine
Injektion. Gruppe 3 wurde je zu den Zeitpunkten 120 h, 72 h und 24 h vor der Blutentnahme
behandelt. Das Blut wurde narkotisierten Mausen mit einer mit Na-Heparin beschichteten
Mikropipette aus dem retrobulbaren Plexus entnommen. Nach zweimaliger Erythrozytenly-
se erfolgte die Antikdrperfarbung fur die durchflusszytometrische Auswertung. Untersucht
wurden die Oberflachenmolekile auf den Leukozyten wie bei humanen Zellen (CD49d,
CD1laund CD62L). Fir CD49d und CD11a konnte keine Expressionsanderung unter die-
sen Versuchsbedingungen detektiert werden (nicht abgebildet). Die einmalige Applikation
von 30 mg/kg Ino-C2-PAF fuhrte zu einer Minderung der CD62L-Expression um 31 % (Abb.
12). Die Versuchstiere in den Gruppen 2 und 3 prasentierten im Vergleich zur unbehandel-
ten Kontrollgruppe eine noch weiter reduzierte Expression. Die zweimalige Applikation re-
sultierte in einer signifikanten Minderung der Expression um 69 % (p < 0,05). Eine dreimali-
ge Behandlung mit Ino-C2-PAF senkte die CD62L-Expression um 61 %.
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Abb. 12: Ino-C2-PAF reduziert die CD62L-Expression auf murinen Leukozyten in vivo.
C57BL6/J-Wildtyp-Mausen wurden jeweils 30 mg/kg Ino-C2-PAF i.p. appliziert. Dargestellt ist der
Mittelwert aus jeweils 3 Versuchstieren einer Gruppe mit dem Standardfehler (+ SEM). * p < 0,05.
Nach zwei- und dreifacher Behandlung ist die Expression signifikant geringer als in unbehandelten
Méausen.

3.6 In0-C2-PAF reduziert die dynamische Interaktion zwischen Leukozyten und

Endothelzellen im Flusskammerexperiment

Nachdem gezeigt wurde, dass die Behandlung mit Ino-C2-PAF Adhasionsmolekiile sowohl
auf Endothelzellen und Keratinozyten als auch auf Leukozyten supprimierte, wurden diese
Ergebnisse im Hinblick auf ihre funktionelle Relevanz uberpruft. Dazu wurde die
dynamische Interaktion (Rollen und feste Adh&sion) zwischen Endothelzellen und mobilen
Leukozyten in der Flusskammer analysiert. HUVECs wurden auf Coverslips bis zur
Konfluenz kultiviert. PBMCs wurden jeweils frisch aus humanem Vollblut isoliert, intravital
mit dem fluoreszierenden Farbstoff CFDA-SE markiert und anschliel3end in RPMI mit 2 mM
CaCl, auf Eis aufbewahrt. Das Rollen und die feste Adhasion der fluoreszierenden
Leukozyten an den Endothelzellen wurde videomikroskopisch dokumentiert.
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3.6.1 Behandlung der Endothelzellen mit Ino-C2-PAF reduziert adhéasive

Interaktionen mit Leukozyten

Im ersten Versuchsteil wurden humane Endothelzellen (HUVEC) fur 24 h mit Ino-C2-
PAF in den Konzentrationen 10 und 15 uM inkubiert. Vier Stunden vor Versuchsbeginn
erfolgte die Stimulation mit 25 ng/ml TNFa. Die PBMCs erhielten keine Behandlung. Im
Flusskammerversuch adharierten die mononukledren Zellen nicht auf unstimulierten
Endothelzellen. Auf den mit TNFa stimulierten HUVECs rollten bei einer
Flussgeschwindigkeit von 1,12 ml/h im Durchschnitt 40 PBMCs pro Blickfeld wahrend
der 10-minitigen Beobachtungsdauer (Abb. 13). Gleichzeitig adharierten im
Durchschnitt 26 Zellen fest an den Endothelzellen. Die Behandlung mit 10 uM Ino-C2-
PAF reduzierte die Anzahl an rollenden Zellen um 48 % auf 16,5 im Vergleich zu
unbehandelten TNFa-stimulierten HUVECSs. Die Zahl an adh&renten PBMCs reduzierte
sich parallel um 38 %. Die Steigerung der eingesetzten Konzentration auf 15 uM Ino-
C2-PAF resultierte in einer Halbierung der Zahl rollender Zellen auf durchschnittlich 20
Zellen/Blickfeld. Gleichermal3en reduzierte sich parallel die Zahl der fest adharierenden
Zellen signifikant um 75 % (p < 0,01 in allen Fallen; Abb. 14).
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Abb. 13 Ino-C2-PAF reduziert dynamische Interaktionen zwischen Endothelzellen und
Leukozyten im Flusskammerexperiment.

Fir den Flusskammerversuch wurden humane Endothelzellen (HUVEC) fir 24 h mit Ino-C2-PAF in
den angegebenen Konzentrationen behandelt und 4 h vor Versuchsende mit 25 ng/ml TNFa
stimuliert. CFDA-SE markierte PBMCs wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 1,12 ml/l fur
10 Minuten Uber die mit Endothelzellen bewachsenen Glasbdden perfundiert. In den oberen
Aufnahmen sind lichtmikroskopische Bilder der Endothelzellen unter den jeweiligen Bedingungen
dargestellt. Weder die Behandlung mit TNFa noch diejenige mit Ino-C2-PAF bewirkt
morphologische Anderungen der Endothelzellen. In der unteren Reihe sind exemplarisch
korrespondierende Standbilder mit den fluoreszenzmarkierten adhérierenden Leukozyten gezeigt.
Die Pfeile zeigen auf die Leukozyten (PBMC).
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Abb. 14: Die Behandlung von Endothelzellen mit Ino-C2-PAF fihrt zu einer Abnahme der
Zahl rollender und adhéarenter Lymphozyten im Flusskammerversuch.

HUVEC wurden auf Glas-Objekttrager ausgesat und bis zur Konfluenz in Wachstumsmedium inku-
biert. AnschlieBend erfolgte die Behandlung fir 24 h mit Ino-C2-PAF in den angegebenen Konzent-
rationen. Die Anzahl der rollenden Zellen wurde Utber einen Zeitraum von 10 Minuten ermittelt. An-
schlieRend wurde die Perfusion beendet und die adhéarierenden Lymphozyten ausgezahlt. Darge-
stelltist jeweils die Anzahl der rollenden und der adharenten Leukozyten. Die grauen Balken zeigen
die Messwerte der Kulturen ohne TNFa-Stimulation.

Ino-C2-PAF-Behandlung TNFa-stimulierter Endothelzellen bewirkt eine konzentrationsabhéngige
Abnahme des Rollens und der festen Adhasion der Leukozyten. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3
unabhangigen Versuchen (+ SEM). * p < 0,05 im Vergleich mit der unbehandelten TNFa-
stimulierten Kontrolle.

3.6.2 Ino-C2-PAF-Behandlung der PBMCs hemmt Rollen und feste Adhasion an

TNFa-stimulierten Endothelzellen

Komplementar zur Reduktion endothelialer Adh&sionsmolekiile wurde auch die Expression
der Adhasionsmolekiile CD62L, CD49d und CD11a auf humanen mononuklearen Zellen
in vitro durch Ino-C2-PAF vermindert. In der zweiten Serie der Flusskammerexperimente
wurde der Versuchsaufbau daher insofern modifiziert, als dass anstelle der Endothelzellen
nun die PBMCs mit 5, 15 oder 30 puM Ino-C2-PAF fiir 2 h behandelt wurden. Die tbrigen
Bedingungen wurden beibehalten. Endothelzellen wurden auf Glasbdden kultiviert und 4 h

vor dem Versuch mit 25 ng/ml TNFa stimuliert.
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Auch in diesen Versuchen fand keine Interaktion zwischen unstimulierten Endothelzellen
und unbehandelten PBMCs statt. Nach TNFa-Stimulation rollten im Durchschnitt 45
Zellen/Blickfeld wahrend der 10-minttigen Beobachtungsdauer tber den Endothelzell-
Rasen (Abb. 15). Wahrend dieser Zeit adharierten 28 PBMCs fest. Ab einer Konzentration
von 15 uM wurde eine Reduktion beider Parameter gemessen. Dabei rollten ungefahr 27
Zellen/ Blickfeld und 22 Zellen adhérierten in dieser Zeit. Bei einer Konzentration von 30 uM
verringerte Ino-C2-PAF den Anteil der rollenden Zellen um 84% im Vergleich zu den
unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrollen. Wahrend dieses Prozesses adhérierten im
Mittel 8 Zellen pro Blickfeld (Reduktion um 72 %; p < 0,05).
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Abb. 15: Die Behandlung von PBMCs mit Ino-C2-PAF hemmt das Rollen und die feste
Adhasion der Leukozyten an Endothelzellen.

HUVEC wurden auf Glasbtden kultiviert. Die Endothelzellen wurden 4 Stunden vor Versuchsende
mit TNFa stimuliert. Die Lymphozyten wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert
und anschlieRend fir 2 h mit Ino-C2-PAF inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhangigen
Versuchen (x SEM), * p < 0,05.
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3.7 Ino-C2-PAF bessert chronisch-entziindliche Hauterkrankungen in vivo in zwei

komplementaren Maus-Modellen der Psoriasis

Um die Ergebnisse der In-vitro-Versuche auch in vivo bestatigen zu kénnen, wurden zwei
verschiedene Mausmodelle mit psoriasisformen Phéanotypen fur die experimentelle
Untersuchung ausgewahlt. Dabei handelt es sich um Mause mit transgener epidermaler
Expression des latenten humanen TGFB1 (k5.hTGFB1-transgene Mause; Li et al. 2004)
sowie um Mause mit epidermaler Deletion der Transkriptionsfaktoren c-Jun und JunB

(JunB/c-Jun-defiziente Mause; Zenz et al. 2005).

3.7.1Ino-C2-PAF bessert den psoriasiformen Phanotyp in K5.hnTGFB1-transgenen

Mausen

TGFB1 (Transforming Growth Factor 1) ist ein chemotaktisch wirksames Zytokin. Die
Kontrolle der TGFB1-Expression durch den Keratin 5-Promotor, der selektiv in der basalen
Schicht der Epidermis aktiv ist, fuhrt zu einer konstitutiven epidermalen TGF(1-Expression.
Die Uberexpression des humanen TGFB1 in der epidermalen Basalschicht transgener
Mause resultiert unter anderem in der Hyperproliferation der Keratinozyten (Li et al. 2004).
Zusatzlich zu den epidermalen Veréanderungen weisen die transgenen Mause eine dermale
Hypervaskularisation, Angiogenese, sowie ein gemischtzelliges entzindliches Infiltrat auf.
Insgesamt resultiert in der Haut ein psoriasiformer Phanotyp. In diesem Modell wurde zur
Beurteilung des ,klinischen“ Schweregrades eine Skala angewendet, die von 0 (gesunde
Haut) bis 20 (erythrodermatische Ausdehnung, starke Infiltration, starke Schuppung)
reichte. Es erfolgten zwei 2 Versuchsreihen, in denen die K5.hTGFB1-transgenenTiere
jeweils mit dem Vehikel oder mit je 30 mg/kg Ino-C2-PAF intraperitoneal behandelt wurden.
Der erste Versuch (n=5 Mause in jeder Gruppe) wurde Uber 7 Tage durchgefuhrt und die
behandelten Tiere erhielten insgesamt 4 Injektionen. Der zweite Versuch dauerte 14 Tage,

dabei erfolgten 3 Applikation pro Woche.

Erfolgte die Behandlung tUber eine Woche, zeigte sich am Tag 7 ein signifikant (p < 0,05)

besserer Phanotyp in der behandelten Gruppe im Vergleich zu der unbehandelten Gruppe.
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Gleichzeitig erhohte sich das Gewicht der mit Ino-C2-PAF behandelten Mause Uber den

Versuchszeitraum signifikant (p < 0,05; Abb. 16 a und b).
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Abb. 16: Die Behandlung mit Ino-C2-PAF Uber 7 Tage bessert signifikant den klinischen
Schweregrad in K5. TGFR-Mausen.

Die Behandlung mit jeweils 30 mg/kg Ino-C2-PAF erfolgte intraperitoneal. a) Die grauen Kurven
stellen die Mittelwerte der unbehandelten Tiere und die schwarzen die Werte der mit Ino-C2-PAF
behandelten dar. In jeder Gruppe betrug die Anzahl der Versuchstiere n=5. Dargestellt ist der
klinische Schweregrad an den Tagen 0, 4 und 7. b) Abgebildet ist das durchschnittliche
Kdrpergewicht der Tiere in Gramm (g). Die schwarzen Kurven stellen die Mittelwerte der
unbehandelten Tiere und die grauen die Werte der mit Ino-C2-PAF behandelten dar. Die
Fehlerbalken reprasentieren in beiden Graphen die Standardabweichungen (+ SD). * p < 0,05.

Diese Ergebnisse bestatigten sich im zweiten Versuch, bei dem die Tiere Uber einen etwas
langeren Zeitraum von 2 Wochen behandelt wurden, um die Wirkung von Ino-C2-PAF, die
sich im ersten Versuch abzeichnete, zu bestéatigen und klarer herauszuarbeiten (Abb. 17).
Dabei wurde ab Tag 11 ein signifikant niedrigerer klinischer Schweregrad in der
behandelten Gruppe nachgewiesen (p < 0,05, Abb. 17 und 18a). Die mit Ino-C2-PAF
behandelten Tiere hatten am Ende des Versuches einen mittleren Schweregrad von 4,75
Punkten. Im Vergleich dazu hatten die unbehandelten Tiere einen Mittelwert von 8,33
Punkten (p < 0,001). Auch im zweiten Versuch steigerten die Tiere, die mit Ino-C2-PAF
behandelt wurden, ihr Gewicht signifikant mehr als die Kontrolltiere (p < 0,001; Abb. 18 b).
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Ergebnisse

Die makroskopische Beurteilung konnte mikroskopisch bestétigt werden. Am Ende des
Versuches zeigte sich eine signifikant dinnere Epidermis in den mit Ino-C2-PAF
behandelten Mausen (19,45 pM im Vergleich zu 24,39 pM; p < 0,05; Abb. 19 a). Parallel
dazu war die Anzahl der dermalen Mastzellen ebenfalls signifikant geringer (24,54 im
Vergleich zu 37,36 Mastzellen pro mm; p < 0,001; Abb. 19 b). In immunhistochemischen
Farbungen stellten sich nach Ino-C2-PAF-Therapie deutlich geringere Anfarbungen von
CD31 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1, PECAM-1), einem fiir Angiogenese
charakteristischen Antigen, sowie CD4 und CD8, welche von T-Lymphozyten exprimiert
werden, dar (Abb. 20).

Wildtyp K5.hnTGFpB

Vehikel Ino-C2-PAF Vehikel Ino-C2-PAF

Abb. 17: Ino-C2-PAF reduziert die Auspragung psoriasiformer Hautveranderungen in
K5.TGFB-transgenen Mausen.

Wildtyp- und K5.hTGFR1-transgene Mause wurden intraperitoneal mit Vehikel (n=8) oder 30 mg/kg
Ino-C2-PAF (n=9) flir einen Zeitraum von 14 Tagen behandelt. Pfeile weisen auf die typischen
Lasionen an Schnauze, Ohren, Augenlidern und FifRen exemplarisch ausgewahlter Tiere hin.
Unbehandelte K5.TGFR1-transgene Mause zeigen einen Psoriasis-ahnlichen Phanotyp, der in den
mit Ino-C2-PAF behandelten Tieren deutlich geringer ausgepragt ist.
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Abb. 18: Mit Ino-C2-PAF behandelte K5.hTGFR1-transgene Mause entwickeln eine geringere
Krankheitsaktivitdt und nehmen besser an Gewicht zu als mit Vehikel behandelte Tiere.
Graphisch abgebildet sind der klinische Schweregrad (a) und das durchschnittliche Kérpergewicht
(b) der mit Ino-C2-PAF (schwarze Kurven, £ SD) sowie der mit Vehikel behandelten Mause (graue
Kurven, + SD). Die GruppengrofRen betrugen bei Wildtyp-Mausen jeweils n=3 und bei den
K5.hTGFR1-transgenen Mausen jeweils n=7. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abb. 19: K56.hTGFR1-transgene Mause haben nach der Behandlung mit Ino-C2-PAF eine
signifikant dunnere Epidermis und eine geringere dermale Mastzelldichte.

Die nach Giemsa sowie die mit Hamatoxylin und Eosin gefarbten Hautschnitte wurden morpho-
metrisch analysiert. Zur Auswertung wurde pro Tier standardisiert in 10 verschiedenen Gesichtsfel-
dern ausgemessen und gezahlt. Dargestellt sind die Standardabweichungen (+ SD). *p < 0,05, **p
<0,01.
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Ergebnisse

Wildtyp KS5.hTGFB
Vehikel Inositol-C2-PAF Vehikel Inositol-C2-PAF

S =

cD8 e : iy 2 a0 OF e e

cDh4 — Gl Sl M -

Abb. 20: Ino-C2-PAF verbessert den hyperproliferativ-entziindlichen Phanotyp in K5.hTGFR31-
transgenen Mausen.

Wildtyp und K5.hTGFB1-transgene Mause wurden intraperitoneal mit Vehikel oder mit Ino-C2-PAF
(30 mg/kg) behandelt, wie in Abb. 17 umrissen. Bei der mikroskopischen Auswertung der mit Hama-
toxylin und Eosin oder nach Giemsa gefarbten Hautschnitte stellte sich in den K5.hTGFR1-
transgenen Mausen nach Therapie mit Ino-C2-PAF eine Abnahme der epidermalen Akanthose und
Hyperkeratose sowie des dermalen Infiltrates einschlie3lich der Mastzellen dar. Immunhistoche-
misch wurde dartber hinaus auch eine Abnahme der in K5.hTGFR1-transgenen Mausen patholo-
gisch gesteigerten Vaskularisierung (CD31-Féarbung) sowie der Infiltration CD4- und CD8-positiver
Zellen nachgewiesen. Der dargestellte Mal3stab betragt 50um.
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3.7.2In0-C2-PAF bessert den psoriasiformen Phanotyp in JunB/c-Jun-defizienten

Mausen

JunB (19p13.2) ist beim Menschen im Bereich der Psoriasis Susceptibility Region des
PSORSG6 Gens lokalisiert. JunB und c-Jun gehoren zur Gruppe der Jun-Proteine und bilden
zusammen mit den fos- und ATF-Proteinen den Transkriptionsfaktor AP-1 (Aktivierendes
Protein-1). Dieser ist maf3geblich an der Keratinozytenproliferation und -differenzierung
beteiligt (Angel et al. 2001). Bezuglich der JunB-Expression in Psoriasislasionen wurde
einerseits ein Anstieg (Haider et al. 2006) aber auch eine verminderte Expression (Park et
al. 2009) beschrieben. Doppelte Defizienz (knockout) von JunB und c-Jun fihrte in

Mausen zu einem prominenten psoriasiformen Phanotyp (Zenz et al. 2005).

Im Gegensatz zur ersten Beschreibung (Zenz et al. 2005) entwickelten die JunB/c-Jun-
defizienten Mause in der Goéttinger Tierversuchsanlage einen chronisch-entziindlichen
Phanotyp bereits ohne Tamoxifen-Induktion. Der Phanotyp war dartiber hinaus deutlich
geringer ausgebildet und im Wesentlichen auf die Ohren beschrénkt. Aus diesem Grund
wurde eine modifizierte ,klinische“ Bewertungsskala zur Beurteilung des Schweregrades
der Erkrankung entwickelt und angewendet. Initial trat im Alter von etwa 4 Wochen eine
zunehmende Schuppung der Ohren auf. Im Verlauf der Entzindung kamen bald eine
Schwellung und Ro6tung hinzu. Die Erkrankung ging in eine zunehmende Verdickung
und Deformation der Ohren uber, die im Alter von 16 bis 20 Wochen ihren End-
zustand erreichte. Die ,klinische* Bewertungsskala reichte von 0 (gesundes Ohr ohne
makroskopisch sichtbare Veranderungen) bis 5 (starke Schuppung, Entziindung,

Verdickung und Deformation des Ohres).

Die Tiere wurden im Alter von etwa 8 Wochen in zwei Gruppen mit gleichem
durchschnittlichen Schweregrad aufgeteilt. Eine Gruppe (n=8) wurde mit dem Vehikel, die
andere Gruppe (n=9) wurde mit 30 mg/kg Ino-C2-PAF intraperitoneal jeden zweiten Tag
Uber insgesamt 3 Wochen behandelt. Im Verlauf des Versuches verschlechterte sich der
Phanotyp der unbehandelten Kontrollgruppe deutlich (Abb. 21). Bereits nach einer Woche
war der durchschnittliche Schweregrad des Phanotyps der behandelten Gruppe mit 1,3
deutlich besser als derjenige der unbehandelten Gruppe mit 2,2 (Abb. 21, 22 a). In der

zweiten Woche lief3 sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen den Ohren der
69



mit Ino-C2-PAF behandelten Tiere und der unbehandelten Gruppe nachweisen. Am Ende
des Versuches war der Schweregrad der Kontrollgruppe etwa doppelt so grol3 wie derjenige
der mit Ino-C2-PAF behandelten Gruppe. Gleichzeitig war die Gewichtszunahme (als
Surrogat-Parameter fur das allgemeine Wohlergehen der Tiere) in der Verum-Gruppe mit
10,4% Uber den Zeitraum von 3 Wochen signifikant héher (p < 0,01) als in der Kontroll-

gruppe, in der die Mause nur durchschnittlich 2,16 % Gewicht zunahmen (Abb. 22 b).

Die Mause wurden nach Beendigung des Versuches getdtet und die Ohren wurden in
Paraffin oder OCT eingebettet und anschlief3end histologisch ausgewertet. Die Deletion von
JunB/c-Jun resultierte mikroskopisch in der erwarteten deutlich verbreiterten Epidermis
(Akanthose) mit verdickter Hornschicht (Hyperkeratose). AufRerdem konnte in den
Farbungen mit Hamatoxylin und Eosin sowie nach Giemsa ein entziindliches Infiltrat aus
Lymphozyten, Makrophagen, Mastzellen sowie einigen neutrophilen Granulozyten
nachgewiesen werden. Die Behandlung mit Ino-C2-PAF reduzierte diese Parameter in
JunB/c-Jun-defizienten Mausen deutlich (Abb. 23).
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C- Jun/JunB defiziente Mause

Vehikel Ino-C2-PAF

Abb. 21: Die Behandlung mit Ino-C2-PAF verbessert den Ph&notyp von JunB/c-Jun-
defizienten Mausen.

JunB/c-Jun-defiziente Mause erhielten Gber einen Zeitraum von 3 Wochen jeweils Vehikel-Losung
oder 30 mg/kg Ino-C2-PAF jeden 2. Tag i.p.. Abgebildet sind repréasentative Aufnahmen zweier
Ohren am Versuchsende. Die behandelten Tiere zeigten eine geringere Schwellung, Schup-
pung und Deformation im Vergleich zu Tieren aus der Kontrollgruppe.
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Abb. 22: Die Behandlung JunB/c-Jun-defizienter Mause mit Ino-C2-PAF fuhrt zu einem

verbessertem ,,klinischem “ Verlauf.

Die graue Kurve und der graue Balken stellen die Werte der unbehandelten Gruppe (n=8) dar. Die
schwarze Kurve und der schwarze Balken reprasentieren die mit Ino-C2-PAF behandelten Tiere
(n=9). a). Dargestelltist jeweils der Mittelwert des klinischen Schweregrades zu den angegebenen

Messzeitpunkten. *p < 0,05 verglichen mit der Kontrollgruppe. b) Abgebildet ist die prozentuale

Gewichtséanderung der Mause wahrend des Versuchszeitraums. **p < 0,01.

cre-/Wildtyp cre* [JunB/c-Jun”-

Vehikel Ino-C2-PAF Vehikel Ino-C2-PAF

Abb. 23: Ino-C2-PAF hemmt die psoriasiforme chronisch-hyperproliferative
Hautentziindung in JunB/c-Jun-defizienten Mausen in vivo.

Die Ohren der JunB/c-Jun-defizienten Mause wurden histochemisch mit Hamatoxylin-Eosin
(obere Reihe) und nach Giemsa (untere Reihe) gefarbt. Gezeigt sind reprasentative
mikroskopische Aufnahmen. Der angegebene Mal3stab betragt 50 um. JunB/c-Jun-Defizienz
fuhrt zu epidermaler Akanthose und Hyperkeratose sowie einem dermalen gemischtzelligen
entziindlichen Infiltrat. Diese Parameter sind in den mit Ino-C2-PAF behandelten Tieren im
Vergleich zu den mit Vehikel behandelten Mausen deutlich geringer ausgepragt.
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4. Diskussion

Antitumorlipide sind bislang nur hinsichtlich ihrer anti-neoplastischen Wirkung unter-
sucht worden. Erst in jingerer Zeit rickten ihre anti-inflammatorische Wirkung und somit ihr
mdoglicher Einsatz zur Behandlung entzindlicher Erkrankungen in den Fokus des
wissenschaftlichen und klinischen Interesses. In einer umfangreichen Genanalyse konnte
gezeigt werden, dass Ino-C2-PAF die Expression vieler Gene, welche sowohl fir
das angeborene und das adaptive Immunsystem als auch fur generelle
Entzindungsmechanismen relevant sind, herabreguliert (Semini et al. 2011b). Die
antiproliferative Wirkung der Antitumorlipide konnte bereits in verschiedenen
Tumorzelllinien, aber auch in HaCaT-Zellen (spontan immortalisierte humane
Keratinozyten) gezeigt werden (Mollinedo et al. 2010; Wieder et al. 1995; Verhaar et al.
2013; Fischer et al. 2006). Die klinische Anwendung blieb allerdings durch die
konzentrationsabhéngige Zelllyse mit konsekutivem Zelltod limitiert (Wiese et al. 2000).
Durch Substitution des Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF) mit dem zyklischen
Polyalkohol Inositol wurde eine Substanz generiert, die sich neben einer hohen anti-
neoplastischen Effizienz durch eine vergleichsweise geringere Toxizitat auszeichnet
(Fischer et al. 2006; Danker et al. 2010). Seine bisher bekannten Wirkungen auf zellulare
Funktionen machten Ino-C2-PAF zu einem interessanten Kandidaten fur die Behandlung
entzundlicher Prozesse, wobei das Wirkprinzip neuartig ist.

Die eingangs gestellten Fragen zur In-vitro- und In-vivo-Wirkung von Ino-C2-PAF konnten

durch die Experimente der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Ino-C2-PAF auf humane
Endothelzellen untersucht. Dazu wurde in vitro eine Entzindungssituation durch die Zugabe
von TNFa simuliert. TNFa gehort zur TNF-Zytokin-Superfamilie und induziert intrazellulare
Signalkaskaden durch die Bindung an TNFR-1 oder TNFR-2. Diese Wirkung entfaltet es
auch auf Immunzellen und endotheliale Zellen. In der Folge kommt es zu vermehrter
Expression von Adhasionsmolektlen und Chemokinen in Endothelzellen sowie zu
gesteigerter endothelialer Permeabilitat und zur Aktivierung von Leukozyten (Kane et al.

2004). Die klinische Relevanz von TNFa bei der Psoriasis hat sich zum einen in der
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Korrelation von TNFa-Spiegeln im Serum und der Hohe des PASI-Wertes bestétigt (Mussi
et al. 1997; Roussaki-Schulze et al. 2005), und zum anderen viel mehr noch durch den in
den letzten Jahren zunehmend erfolgreichen Einsatz von anti-TNF-Antikdrpern in der

Psoriasistherapie (Krueger and Callis 2004).

Die direkte Wirkung von TNFa auf Endothelzellen ist komplex und scheint von weiteren
Mediatoren und Einflussfaktoren im Mikromilieu moduliert zu werden. So wurde eine
Hemmung der Endothelzell-Proliferation durch TNFa beschrieben (Sato et al. 1986; Frater-
Schrdder et al. 1987). Eine andere Arbeit demonstrierte eine dosisabhéngige Steigerung
der Proliferation von HUVEC durch VEGF (Shen et al. 2010). In Kombination mit VEGF
konnte dabei der inhibitorische Einfluss von TNFa deutlich reduziert werden (Patterson et
al. 1996). In der vorliegenden Arbeit hatte TNFa in einer Konzentration von 25 ng/ml keinen
wesentlichen Einfluss auf Proliferation und Apoptose kultivierter menschlicher
Endothelzellen. Die Proliferation dieser Zellen wurde durch Ino-C2-PAF dosisabhangig
gehemmt. Dies geschah unabhangig von der TNFa-Stimulation. Im Gegensatz dazu
steigerte die Behandlung mit Ino-C2-PAF signifikant die Apoptoserate nur in TNFa-
stimulierten, nicht hingegen in unstimulierten Endothelzellen. Warum Ino-C2-PAF diese
bevorzugte pro-apoptotische Wirkung auf TNF-stimulierte Endothelzellen hat, kann letztlich
nicht genau erklart werden. Es scheint, dass TNFa die Endothelzellen in einen
~suszeptiblen” Status versetzt, in dem sie der Apoptose-Induktion durch Ino-C2-PAF leicht
zuganglich sind. Der erklarende Pathomechanismus konnte in einer Verstarkung der durch
TNF induzierten Aktivierung der Caspase-8 via FADD begrindet sein (Chen and Goeddel
2002). Dieser Aktivierungsweg konnte bereits in Jurkat-Zellen (immortalisierte humane T-
Lymphozyten) nach der Behandlung mit Ino-C2-PAF nachgewiesen werden (von Haefen et
al. 2011).

Neben der direkten Apoptose-Induktion hatte Ino-C2-PAF noch weitere anti-entztindliche
Wirkungen auf TNFa-aktivierte Endothelzellen. Insbesondere hemmte Ino-C2-PAF
dynamische Interaktionen zwischen aktivierten Endothelzellen und in der fliissigen Phase
mobilen Leukozyten. Der Austritt der Leukozyten aus den Blutgefal3en ist einer der
Schlisselschritte in der entzindlichen Kaskade und stellt damit einen besonders
interessanten therapeutischen Angriffspunkt dar (Boehncke und Schon 2003). Der erste
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Schritt in der Diapedese, das lockere Anheften (tethering) wird durch die Expression des
Glykoproteins CLA auf reifen T-Zellen vermittelt. Dieses sogenannte ,skin addressin® findet
sich auf der Mehrheit aller eingewanderten T-Zellen in psoriatischen Plaques (Davison et al.
2001). Der initiale Kontakt der CLA-exprimierenden Lymphozyten erfolgt Giber endotheliales
P- und E-Selektin in den postkapillaren Venolen (Fuhlbrigge et al. 1997). Aktiviert durch
Chemokine wird die Bindung und Durchwanderung der Lymphozyten durch die Integrine
VLA-4 und LFA-1 vermittelt (Krueger und Mooren 2007). Diese interagieren auf
endothelialer Seite mit den Mitgliedern der Immunglobulin Superfamilie VCAM-1 und
ICAM-1 (Deane und Hickey 2009; Allingham et al. 2007). Die lasionalen Endothelzellen der
Psoriasispatienten exprimieren VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin im Vergleich zu nicht
befallener Haut deutlich verstarkt (Schén und Boehncke 2005). In vitro lasst sich diese

Situation durch die Zugabe von TNFa erreichen.

In dieser Arbeit wurde eine dosisabhangige Reduktion der Adhasionsmolekiile VCAM-1,
ICAM-1 und E-Selektin durch Behandlung mit Ino-C2-PAF sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene erzielt. Der deutlichste Effekt wurde dabei auf VCAM-1 sichtbar. Der
prinzipielle inhibitorische Effekt der Antitumorlipide auf die Expression bestimmter
Adhasionsmolektile humaner Endothelzellen konnte bereits friiher fur Edelfosine gezeigt
werden (Bosse et al. 1995). Im Gegensatz dazu wurde keine inhibitorische Wirkung von
Ino-C2-PAF auf die Expression weiterer Adhasionsmolekile, Chemokine und Zytokine wie
VEGF, VE-Cadherin sowie MCP-1 und IL-8 nachgewiesen. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass durch Ino-C2-PAF keine generelle Inhibition der Transkription erfolgte,
sondern dass die Wirkung in humanen Endothelzellen bevorzugt diejenigen Genprodukte
umfasste, die in entzindliche Prozesse involviert sind und/oder die durch zentrale

Entziindungs-Mediatoren wie TNFa induziert werden.

Auf der leukozytdaren Seite* wurde durch Ino-C2-PAF die Expression der
Adhéasionsmolekile L-Selektin, VLA- 4, LFA-1 und CLA auf humanen PBMCs reprimiert.
Diese Wirkung trat bereits nach einer Behandlungsdauer von 2 Stunden auf. Wegen der
Schnelligkeit des Wirkeintrittes kann der Ino-C2-PAF-Effekt wahrscheinlich nicht
ausschlief3lich durch die transkriptionelle Regulation der betroffenen Genprodukte erklart

werden. Vielmehr sind pleiotrope Wirkungen wie die Aktivierung proteolytischer Enzyme,
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welche zur Abspaltung (Shedding) der Zelloberflachenmolekile fihren, wahrscheinlich
(Mollinedo et al. 2009). Man kann spekulieren, dass die durch den amphiphilen Charakter
des Ino-C2-PAF-Molekiils bedingte Veranderung der Zellmembranstruktur zur Instabilitat
und damit zu vermehrtem Abbau bestimmter Oberflachenrezeptoren fihrt (Semini et al.,
2014; Semini et al. 2011a). Unter den Bedingungen dieser Arbeit wurde keine pro-
apoptotische Wirkung von Ino-C2-PAF auf isolierte humane oder murine Leukozyten
detektiert. Die schlie3t selbstverstandlich eine entsprechende Wirkung bei hoheren

Konzentrationen oder langerer Einwirkzeit nicht aus.

Allerdings scheint die Wirkung von Ino-C2-PAF auf humane und murine Leukozyten nicht
einheitlich zu sein: Wahrend in isolieten humanen Leukozyten mehrere
Adhasionsrezeptoren unterdrtickt wurden, konnte in vivo in Mausen nur eine Verminderung
der L-Selektin-Expression nachgewiesen werden. Die Grinde fir diese scheinbar
diskrepanten Wirkungen sind noch unklar. Allerdings kann vermutet werden, dass in der
komplexen Situation in einem intakten Organismus vielfaltige Regulationsmechanismen
interagieren, welche in ihrer Summe die Wirkung von Ino-C2-PAF modulieren konnten. Es
ist auch denkbar, dass Ino-C2-PAF in vivo rasch degradiert wird oder dass die optimale

Konzentration noch nicht gefunden wurde.

Wie auch immer die molekularen Wirkungen auf Endothelzellen und Leukozyten reguliert
sind, so fuhrten sie auf zellularer Ebene zur Hemmung dynamischer Interaktionen zwischen
beiden Zelltypen, die fiur die therapeutische Wirkung in chronisch-entzindlichen
Erkrankungen wichtig sind. Um diese funktionellen Wirkungen nachzuweisen, wurde ein
Flusskammermodell eingesetzt, welches das Rollen und die feste Adhasion der Leukozyten
an aktivierte Endothelzellen simuliert. Angewendet wurde dieses experimentelle System
bereits zur Untersuchung der Wirkmechanismen etablierter und fir die Psoriasistherapie
zugelassener Medikamente wie Adalimumab und Fumarsaureester (Wallbrecht et al. 2011,
Lockmann und Schon 2014). In den Experimenten dieser Arbeit fuhrte die separate
Behandlung jedes der beiden Interaktionspartner, also sowohl der Endothelzellen
(HUVECS) als auch der PBMCs, zu einer signifikant reduzierten Anzahl rollender und
adhéarierender PBMCs. Dieser Effekt lasst sich zumindest teilweise, wenn nicht sogar
hauptséachlich, durch die verminderte Expression der relevanten Adhasionsmolekile
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erklaren. Eine durch simultane Behandlung beider Zellreihen gesteigerte Effektivitat ist
durchaus denkbar und wéare zur Erklarung der guten In-vivo-Wirksamkeit geeignet. Nach
den bisherigen Ergebnissen scheint es sinnvoll und notwendig, bei der Therapie chronisch-
entzindlicher Erkrankungen wie der Psoriasis mehrere Adhéasionsmolekiile gleichzeitig
herabzuregulieren. Untersuchungen mit einem selektiv gegen E-Selektin gerichteten
Antikdrper zeigte in einer klinischen Studie zur Behandlung der Psoriasis keine Wirksamkeit
(Bhushan et al. 2002). Pan-Selektin-Inhibitoren scheinen hier besser zu wirken (Schon et al.
1997; Friedrich et al. 2006). Darliber hinaus konnten bei selektiver Blockade eines
einzelnen Rezeptors paradoxe Wirkungen auftreten, wie dies kasuistisch fir den gegen
VLA-4 gerichteten Antikdrper Natalizumab berichtet wurde, der in einem Fall zu einer
schweren Aggravation einer Schuppenflechte fuhrte (Millan- Pascual et al. 2012). Diese
Beobachtungen lassen sich dadurch erkléaren, dass zahlreiche biologische Mechanismen
redundant reguliert sind; in diesem speziellen Fall, dass bei der Blockade eines einzelnen
Adhasionsrezeptors die Funktion von anderen Adhasionsmolekilen Gbernommen oder

sogar ,uberkompensiert® wird (Boehncke und Schén 2003).

Fur die Therapie entzundlicher Erkrankungen, bei denen TNFa eine wichtige
pathogenetische Rolle spielt, kénnten die In-vitro-Befunde dieser Arbeit insgesamt
bedeuten, dass Ino-C2-PAF bevorzugt in einem durch erhéhte TNFa-Wirkung
gekennzeichneten Milieu seine therapeutische Wirkung entfaltet, wahrend nicht entziindete
Gewebe weniger beeinflusst werden. Tatsachlich konnte in Ubereinstimmung mit dieser
Hypothese die chronisch-entziindliche Hauterkrankung in K5.hTGFB1-transgenen Mausen,
die deutlich erhéhte TNFa-Expression aufweisen (Li et al. 2004), gebessert werden,
wahrend die Wildtyp-Kontrolltiere durch Ino-C2-PAF nicht beeinflusst wurden. Ahnlich gute
Wirksamkeit wurde in JunB/c-Jun-defizienten Mausen (Zenz et al. 2005) beobachtet.
Beide Tiermodelle zeigen einen charakteristischen psoriasiformen Phéanotyp mit
epidermaler Hyperproliferation, Akanthose und Hyperkeratose, eine gesteigerte
Angiogenese und kutane Hypervaskularisierung sowie ein Th-1-gewichtetes entziindliches
Infiltrat. Anti-angiogene Therapien haben sich in beiden Modellen bereits als wirksam
erwiesen (Schonthaler et al. 2009; Zibert et al. 2011). In den Versuchen dieser Arbeit wurde
Ino-C2-PAF erstmalig bei entziindlichen Erkrankungen in vivo angewendet und seine anti-

entzundliche Wirkung konnte sowohl ,klinisch“-makroskopisch als auch histopathologisch
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nachgewiesen werden. Zusatzlich nahmen die behandelten Tiere in beiden Modellen
deutlich mehr an Gewicht zu als die Kontrolltiere. Diese Beobachtung bestatigte, dass die
mit Ino-C2-PAF therapierten Tiere im Vergleich zu den Kontrollen einen insgesamt
besseren Gesundheitszustand erlangten. Die Ergebnisse der In-vivo-Versuche lassen sich

durch die Resultate der mechanistischen In-vitro-Versuche zumindest teilweise erklaren.

Die gute anti-entziindliche Wirkung in den beiden Mausmodellen der Psoriasis steht
daruber hinaus im Einklang mit der Wirkung des mit Ino-C2-PAF verwandten Edelfosines
in autoinflammatorischen chronisch-entziindlichen Tiermodellen der Multiplen Sklerose
(Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis) und der chronischen Colitis (Abramowski
et al. 2014; Mollinedo et al. 2009). In diesen Studien konnte ein deutlicher Riickgang der
gewebsspezifischen lymphozytaren Infiltration bei insgesamt guter Vertraglichkeit ver-

zeichnet werden.

In guter Ubereinstimmung mit der inhibitorischen Wirkung von Ino-C2-PAF auf TNFa-
induzierte pro-inflammatorische zellulare Funktionen in vitro liegt die Vermutung nahe,
dass Ino-C2-PAF auch in den beiden Tiermodellen auf TNFa-vermittelte entziindliche
Gewebeveranderungen wirkte. Einschréankend ist hier allerdings anzumerken, dass in den
Mausmodellen nicht nur TNFa, sondern auch zahlreiche andere entziindliche Mediatoren,
beispielsweise IL-1a, IL-1[3, IL-6, IFN-y, MCP-1 sowie Matrix-Metalloproteasen deutlich
verstarkt exprimiert werden (Li et al. 2004). Direkte oder indirekte Wechselwirkungen von

Ino-C2-PAF mit diesen letztgenannten Mediatoren waren also ebenfalls denkbar.

Obwohl sicherlich noch viele Details der molekularen Ino-C2-PAF-Wirkung in der
komplexen In-vivo-Situation unbekannt oder spekulativ sind, scheint Ino-C2-PAF einen
ausgepragten anti-entzindlichen ,Nettoeffekt” in zwei komplementaren murinen Psoriasis-
Modellen zu haben. Dartber hinaus wurden in den Kurzzeit-Versuchen dieser Arbeit keine
offensichtlich toxischen Wirkungen festgestellt. Deshalb machen die Ergebnisse dieser
Arbeit Ino-C2-PAF (oder verwandte Substanzen) fur die Entwicklung neuer Therapeutika
gegen die Psoriasis oder pathogenetisch verwandte chronisch- entziindliche Erkrankungen

interessant.
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5. Zusammenfassung

Die Psoriasis ist mit einer Prévalenz von 1-3% eine der haufigsten chronisch-entziindlichen
Erkrankungen. Sie ist gekennzeichnet durch epidermale Hyperkeratose und Akanthose,
gesteigerte Angiogenese sowie ein gemischtzelliges Infiltrat. Ihre Inmunpathogenese auf
dem Boden genetischer Pradisposition ist komplex. Psoriasis kann mit kardiovaskularen,

metabolischen und psychiatrischen Erkrankungen assoziiert sein (Komorbiditét).

Hier wurde erstmals die Wirkung des inositoylierten Plattchen-aktivierenden Faktors (Ino-
C2-PAF), eines synthetischen Alkylphospholipids mit geringer Toxizitat, in experimentellen
Modellen chronisch-entziindlicher (Haut)-Erkrankungen untersucht. Die Wirkung beruht auf
Zellmembran-Interaktionen, wodurch der Cholesterol- und Phospholipidmetabolismus
verandert und zellulare Signalkaskaden der Proliferation, Apoptose und Motilitat
beeintrachtigt werden. Ino-C2- PAF reguliert aul3erdem entziindungsrelevante Proteine

herab.

In vitro lag der Schwerpunkt auf der Wirkung von Ino-C2-PAF auf Endothelzellen und
Leukozyten. Ino-C2-PAF hemmte die Proliferation humaner Endothelzellen moderat,
steigerte allerdings die Apoptose TNFa-stimulierter Endothelzellen sehr deutlich. Diese
Wirkung war begleitet von einer Reduktion der durch TNFa stimulierbaren endothelialen
Adhasionsmolekiile VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin sowie der lymphozytaren
Adhéasionsmolekile CD49d, CD11a, CD62L und CLA. Funktionell fihrte dies zu
signifikanter Abnahme dynamischer Interaktionen (Rollen und feste Adhé&sion) von

Leukozyten und aktivierten Endothelzellen in Flusskammerexperimenten.

Die anti-entzuindliche Wirkung von Ino-C2-PAF wurde in zwei komplementaren Modellen
in vivo bestatigt. Sowohl in K5.hTFGR-transgenen als auch in JunB/c-Jun-defizienten
Mausen bewirkte Ino-C2-PAF eine signifikante Besserung des psoriasiformen Phénotyps

sowohl auf makroskopischer als auch auf histopathologischer Ebene.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass Ino-C2-PAF oder verwandte Substanzen zur
Behandlung entztindlicher Erkrankungen wie der Psoriasis eingesetzt werden kdonnten.
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