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1 Einleitung

Die schitzende, aulRere Gewebeschicht der Haut, die Epidermis, unterliegt einem standigen
Erneuerungsprozess. Die Existenz und der Erhalt ihrer Funktionalitat als mehrschichtiges
Plattenepithel beruht auf der Homoostase zwischen Zellproliferation und -differenzierung.
Essentiell fir die extensive Selbsterneuerung und Regenerationsfahigkeit der Epidermis sind
epidermale Stammzellen. Einerseits generiert dieser Zelltyp zur Gewahrleistung
spezialisierter Zellen fir die Gewebeerneuerung Tochterzellen (transient amplifizierende
Zellen), die nach einigen Zellteilungen die terminale Differenzierung durchlaufen [1, 2].
Andererseits sind epidermale Stammzellen auch in der Lage, sich selbst zu reproduzieren.
Sie besitzen ein enormes Proliferationspotential und bleiben so als Zellreservoir ein Leben
lang erhalten [3]. Diese Eigenschaften machen die epidermale Stammzelle zu einem
bedeutenden Forschungsobjekt in den Bereichen Tissue Engineering (Gewebezlichtung)

[4-7], Transplantationsmedizin [8] sowie stammzellspezifischer Gentherapie [6][9].

Neben der physiologischen wird fir epidermale Stammzellen auch eine pathogenetische
Bedeutung postuliert. Seit einigen Jahren werden Fehlregulationen dieses Zelltyps als
Ursache fur verschiedene Hauterkrankungen diskutiert. Dabei stehen sowohl die
hyperproliferative als auch die kanzerogene Pragung von Stammzellen im Vordergrund
[10-15]. Fur chronische Hauterkrankungen, z.B. bei der Psoriasis, besteht meist nur die
Moglichkeit einer symptomatischen Langzeitbehandlung. Dies stellt in Bezug auf Spezifitat
und Sicherheit besonders hohe Anspriiche an die Pharmakotherapie. Eine wichtige
Fragestellung in diesem Zusammenhang ist insbesondere die nach der Selektivitat
pharmakodynamischer oder pharmakokinetischer Arzneistoffwirkungen auf das epidermale
Stammzellkompartiment und die davon abgeleiteten, reiferen Tochterzellen. Eng damit
verbunden ist die Bewertung der Toxizitat neuer, aber auch konventioneller Therapeutika auf
diese speziellen Zellsysteme, da eine Schadigung des Stammzellkompartimentes

weitreichende Folgen flr die Geweberegeneration haben kann.



2 EINLEITUNG

Der Nachweis von Arzneistoffwirkungen auf epidermale Stammzellen erfordert zunachst
deren Isolierung von ihren determinierten Nachkommen. Eine Separation der Stammzellen
von transient amplifizierenden Tochterzellen unter in-vitro Bedingungen wurde erstmalig
1993 durch die Arbeitsgruppe um Fiona Watt publiziert [16]. Die Problematik der
Identifizierung und selektiven Isolierung dieser Zellen liegt dabei in der Diversitat ihrer in-vivo
und in-vitro Eigenschaften. Wahrend epidermale Stammzellen im Zellverband eindeutig
identifizierbar sind, ist mit der Entfernung der Stammzelle aus ihrer Nische auch ihr Phanotyp
verandert [17,18]. Potentielle Stammzellmarker wie B1-Integrin [16][19] oder auch p63 [20]
sind keine absoluten Parameter fir den Phanotyp Stammzelle, da die Expression dieser
Merkmale auch bei deren Tochterzellen erfolgt. Es hat sich jedoch gezeigt, dass
Unterschiede in der Intensitat der Expression fur die Diskriminierung von Stammzelle und
Tochterzelle genutzt werden koénnen [16][19-21]. Fir die Anreicherung epidermaler
Stammzellen wurde in den letzten Jahren hauptsachlich die Methode der
Kollagen-IV-Adhasion favorisiert [16][21-29]. Sie basiert auf der im Vergleich zu allen
anderen Basalzellen starkeren Affinitdt zu Kollagen V. Als Alternative zur
durchflusszytometrischen  Zellsortierung anhand  putativer, oberflachenspezifischer
Stammzellmarker [16][28][30, 31] bietet diese Methode neben dem geringeren praparativen
Aufwand den Vorteil der ,Unversehrtheit* der Zellen nach dem Trennvorgang. Fir die
Kollagen-IV-Adharenz als Isolierungsmethode ist eine Beladung der Zellen mit
oberflachenspezifischen Antikdrpern nicht erforderlich. So stehen die fraktionierten Zellen flr
weitere Untersuchungen unmittelbar nach dem Trennvorgang zur Verfiigung. Aufgrund
dessen sollte in dieser Arbeit die Methode der Kollagen-IV-Adhasion zur Anreicherung

epidermaler Stammzellen etabliert werden.

Als Modell-Arzneistoffe wurden in dieser Arbeit die Vitamin-D3-Analoga Calcitriol, Calcipotriol
und Tacalcitol ausgewahlt. Aufgrund der antiproliferativen [32, 33] und
differenzierungsfordernden Eigenschaften [34, 35] dieser Arzneistoffgruppe ist die
Untersuchung der Wirkstoffeffekte auf das epidermale Stammzellkompartiment als

wesentlicher Regulator der Epidermishomdéostase von besonderem Interesse.
Insgesamt ergaben sich fur die vorliegende Arbeit folgende Schwerpunkte:

1. Umsetzung und Optimierung der Methode der Kollagen-IV-Adharenz zur
Separation putativer epidermaler Stammzellen und deren determinierter

Tochterzellen aus einer Basalzellkultur,

2. Vergleich der Kollagen-IV-adharenten  Zellfraktionen  hinsichtlich  des

Proliferationsverhaltens sowie des Phanotyps,
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3. Vergleich von Effekten der dermatologisch relevanten Arzneistoffgruppe der
Vitamin-D3-Analoga auf epidermale Stammzellen und deren transient

amplifizierenden Tochterzellen.






2 Theorie

2.1 Epidermale Stammzellen

Die Funktionalitdt der Haut als physiologische Barriere, Thermoregulator,
Verdunstungsschutz sowie Sinnes- und Ausscheidungsorgan ist fir das Uberleben des
gesamten Organismus essentiell und setzt eine konstante, lebenslange Selbsterneuerung
des intakten Organs und den Ersatz geschadigter Zellen voraus. Dafir sind epidermale
Stammzellen verantwortlich [3]. Bei diesem Zelltyp handelt es sich um unspezialisierte,
unreife Zellen, die in der Lage sind, sich unbegrenzt selbst zu reproduzieren, daneben aber
auch durch asymmetrische Zellteilung determinierte Nachkommen zu generieren [1, 2]. Die
Erneuerung des Hautorgans geht dabei von drei verschiedenen Stammzellkompartimenten
in den folgenden Regionen aus (Abb. 1): in der Basalschicht der interfollikularen Epidermis,

der Balgregion des Haarfollikels sowie der Talgdrise [36-41].

Epidermis{
[ Basalschicht
Talgdriuse
. Haarbalg
Corlum<
\ @ Stammzelle

Abb. 1: Stammzellkompartimente der Haut, adaptiert von Braun und Prowse [42].

5
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Fur die vorliegende Arbeit wurden Keratinozyten aus juvenilen Vorhauten verwendet. Dieses
epidermale Gewebe ist histologisch mit interfollikuldrer Epidermis aus adulter Felderhaut
vergleichbar [43]. Im Gegensatz zu letzterer zeichnen sich Vorhaut-Keratinozyten durch eine
hohe in-vitro Proliferationsaktivitat aus [44-46] und werden sehr haufig als in-vitro Modell fir
dermatologische Fragestellungen genutzt. Aufgrund der hohen Proliferationskapazitat wird

eine héhere Anzahl an Stammzellen in juveniler Vorhaut vermutet [18][47].

2.1.1 Lokalisation und Organisation von Stammzellen der
interfollikularen Epidermis

Epidermale Stammzellen der interfollikularen Epidermis befinden sich im Stratum basale und
sind an der Basallamina fixiert. Die Stammzellen formieren sich in Clustern von ca. 40 Zellen
in den Spitzen der dermalen Papillen [48, 49]. Durch den Proliferationsprozess schieben sich
die Nachkommen der SZ abwarts in Richtung der so genannten Reteregionen und I6sen sich
dort in beginnender Differenzierung von der Basalmembran ab [48]. Aus der asymmetrischen
Zellteilung gehen die transient amplifizierenden Zellen als direkte Nachkommen der
Stammzellen hervor. Charakteristisch fur die transient amplifizierenden Zellen ist ihre hohe
Teilungsrate. lhr Proliferationspotential erschépft sich jedoch nach zwei bis flunf
durchlaufenen Zellzyklen. Die Tochterzellen der transient amplifizierenden Zellen wiederum,
die postmitotischen Zellen, haben den Zellzyklus bereits verlassen und stehen kurz vor der
Enddifferenzierung. Damit verbunden ist ihre Abldsung von der Basalmembran und die

Migration in die suprabasalen Schichten [50-52].

—_— _— —_— Stratum corneum
— o —— — o —— -
_— _— (Hornschicht)
______'_'—-u ______'_'-u
-

Stratum granulosum
(Kérnerschicht)

Stratum spinosum
T (Stachelzellschicht)

Stratum basale
(Basalschicht)

Abb. 2: Lokalisation und Organisation interfollikularer epidermaler Stammzellen (eSZ), transient
amplifizierender Tochterzellen (TAZ) sowie postmitotischer Zellen (PMZ), adaptiert von Potten und
Booth [53].
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2.1.2 Stammzellnische

Schicksal sowie Phanotyp von epidermalen Stammzellen sind von ihrer unmittelbaren
Mikroumgebung abhangig. Stammzellmodulierende Prozesse zellautonomen wie
extrinsischen Ursprungs werden durch die Summe der Umgebungsfaktoren, der so
genannten Stammzellnische, gesteuert [54] Funktion dieser Nische ist der Erhalt und Schutz
des Stammzellkompartiments innerhalb des Gewebes [2]. Als Nischenfaktoren werden u.a.

Nachbarzellen, die extrazellulare Matrix und diffusionsfahige Faktoren angesehen [3].

Interzellular sezernierte Signalproteine, wie z.B. Zytokine oder WNTs, bilden einen

Nischenbaustein. WNTs sind Glykoproteine, die den WNT-Signalweg aktivieren, in dem
B-Catenin das zentrale Effektorprotein  darstellt. Uber die Bildung eines
B-Catenin/TCF/LEF-Transkriptionskomplexes werden Zielgene des WNT-Signalwegs
aktiviert, welche die Proliferation und Differenzierung regulieren [55-57]. Eines der Zielgene
des Wnt-Signalwegs ist das Protoonkogen c-Myc [58, 59]. Im Zellzyklus wird c-Myc flir den
Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase benétigt und férdert die Proliferation von
transient amplifizierenden Tochterzellen [60]. C-Myc ist jedoch nicht ausschlie3lich ein
Proliferationspromotor. In  Abhangigkeit von seiner Expressionsstiarke sowie des
Expressionsmusters von Co-Faktoren kann c-Myc entweder die Differenzierung von

epidermalen Stammzellen fordern oder als Onkogen agieren [61].

Teil der Mikroumgebung sind auch integrale Membranproteine wie der Notchrezeptor und

sein Ligand Delta 1. Uber diese transmembranaren Molekiile finden Zell-Zell-Interaktionen

statt. Durch die Notch-Delta-1-Interaktion von Nachbarzellen wird die Grofe des jeweiligen
Stammzellkompartiments beeinflusst [62]. Gleichzeitig ist die Notch-Signalkaskade ein

negativer Regulator des WNT- Signalweges [63].

Neben Zell-Zell-Interaktionen spielen auch Zell-Matrix-Interaktionen eine bedeutende Rolle

fur das Schicksal der epidermalen Stammzellen. Hier sind Integrine wichtige Anker -und
Signalproteine zwischen Zelle und extrazellularer Matrix. Diese Adhdsionsmoleklle besitzen
die Fahigkeit, Signale von der Zelloberflache zum Zellkern weiterzuleiten und spielen dabei
fur Lokalisation und Proliferationsstatus der basalen Keratinozyten eine grof3e Rolle.
Keratinozyten, die dazu bestimmt sind, in der Basalschicht zu persistieren, zeigen auch die
starkste Adhasivitat zur Basalmembran [43][64]. Durch ihre hohe basale sowie laterale
B1-Integrin-Expression sind epidermale Stammzellen ,unbeweglicher® als transient
amplifizierende Tochterzellen. So entstehen stabile Stammzellcluster mit einer hohen
Affinitat zur Basalmembran [48]. Ruhende, GO-arretierte, basale Keratinozyten kénnen durch

die Interaktion von Integrinen und extrazellularer Matrix wieder in den Zellzyklus eintreten
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[65-67]. Mit der extrazellularen Matrix interagieren auch sezernierte Zytokine und kénnen so

Einfluss auf das Nischenmilieu nehmen [68, 69].

Nachbarzellen wie dermale Fibroblasten sind wahrscheinlich fur die Abschirmung vor
antiproliferativen Einfliissen, fir die Bereitstellung von Wachstumsfaktoren sowie Faktoren,
die flr den Fortbestand des Phanotyps Stammzelle wichtig sind, verantwortlich [70]. Es
wurde gezeigt, dass einige Fibroblasten die Fahigkeit besitzen, den Wachstumsinhibitor
TGF B abzubauen [70]. Andere wiederum sezernieren den Keratinozyten-Wachstumsfaktor
(KGF) [71].

Die Gesamtheit der hier genannten Nischenfaktoren definiert den Phanotyp Stammzelle. Es
wird klar, dass durch Umgebungsveranderungen, z.B. Gewebetraumatisierung, auch
Einfluss auf die Stammzellen genommen wird. Im Fall einer Verletzung der Haut erfolgt eine
Aktivierung der Proliferation der Stammzellen, um den Zellersatz zu gewahrleisten [17][72,
73].

Neuere Bestrebungen zur Transdifferenzierung von adulten Stammzellen bestatigen den
engen Zusammenhang zwischen Nische und Erscheinungsbild  Stammzelle.
Untersuchungen von Stern et al. [74] an Maus-Stammzellen zeigten, dass sich durch
gezielte Kokultur mit S17-Knochenmarkbindegewebszellen und Zytokin-supplementiertem
Medium das Expressionsmuster der Oberflachenproteine vom epidermalen zum

b-lymphozytaren Stammzellphanotyp verschieben lasst.

2.1.3 In-vivo Eigenschaften des epidermalen
Stammzellkompartiments

Ausgehend von Potten et al. [75], basiert die Charakterisierung von epidermalen
Stammzellen auf kinetischen Studien anhand von kurzzeitiger [*H]-Thymidinexposition an
muriner Epidermis, 1981 wurde durch Bickenbach et al. die Retention von inkorporiertem
[*H]-Thymidin bzw. BrdU in den basalen Keratinozyten untersucht [76]. Dabei korrelierte die
Persistenz der DNA-Markierung mit der Zellzyklusrate der einzelnen Basalkeratinozyten. So
konnten Zellen, deren DNA-Markierung aufgrund ihrer geringen Zellzyklusrate langer
erhalten blieb, als epidermale Stammzellen identifiziert werden. In der Literatur werden
epidermale Stammzellen daher auch als ,Label retaining cells® bezeichnet [7][77, 78]. Sie
befinden sich in adultem Gewebe hauptsachlich in der GO-Phase [1][6]. D araus resultiert
eine genetische Stabilitdt (Mutationsschutz), welche die Funktionalitat der Stammzelle Gber

den gesamten Zeitraum der Existenz des Organismus unterstitzt [79].

Die Charakterisierung humaner, epidermaler Stammzellen beschrankt sich im Gegensatz zu

murinen epidermalen Stammzellen hauptsachlich auf in-vitro Untersuchungen. So war
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aufgrund des kanzerogenen Potentials der DNA-Markierung die Erzeugung von humanen
Label retaining Cells in vivo ethisch nicht vertretbar. Erst in neueren Studien konnte mit der
erfolgreichen Transplantation humaner Epidermis auf Mauseriicken die Moglichkeit fir ein

humanes in-vivo Modell geschaffen werden [80].

2.1.4 In-vitro Eigenschaften des epidermalen
Stammzellkompartiments

Auf das Herauslosen aus dem Gewebeverband reagieren die Zellen wie auf eine Verletzung
der Haut: Es findet eine Proliferationsaktivierung (siehe auch Kapitel 2.1.2) statt. Erfolgreiche
autologe Transplantationsversuche von kultivierter Epidermis bei Brandopfern [5][81, 82]
zeigten, dass in-vitro Bedingungen nicht zum Verlust von Stammzellen fihren. In der
Zellkultur lassen sich Holoklone, Meroklone und Paraklone klassifizieren. Holoklone besitzen
die hdchste Reproduktionskapazitat und reprasentieren damit die
Stammzell-/Progenitor-Fraktion. Paraklone durchlaufen nach einigen Zellteilungen die
terminale Differenzierung wie transient amplifizierende Zellen. Meroklone bilden eine
Zellklasse zwischen Holo- und Paraklonen. Ein Surrogat-Parameter fur die extensive
Selbsterneuerungskapazitat sowie das enorme Proliferationspotential der Stammzellen in
vitro ist die Fahigkeit der Einzelzellen, Kolonien zu bilden (Colony forming Efficiency, CFE)
[16][83-85].

2.1.5 Stammzellmarker

Um den Phanotyp Stammzelle naher untersuchen zu kénnen, war und ist es notwendig,
potentielle Markerproteine zur Identifizierung dieses Zelltyps zu finden. Die folgende Tabelle
gibt einen Uberblick Uber in der Literatur beschriebene Marker zur ldentifizierung von

Stammzellen der interfollikuldren Epidermis.
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Tab. 1: Ubersicht interfollikuldre Stammzellmarker

Marker Exg(r;iassszlon Funktion Literatur
Oberflachenmarker
B1-Integrin (CD 29) ) Zell-Matrix-Adhasion [16][19][86]
a6p4-Integrin (CD 0 Zell-Matrix-Adhésion/ [87-90]
49f)/Transferrinrezeptor 3 Zellproliferation
(CD71)
Melanom-assoziierte T Zell-Matrix-Adhasion [85][91]
Chondroitinsulfat-Proteogly
kan (MCSP)
Delta 1 0 Zell-Zell-Adhésion [92,93]
E-Cadherin l Zell-Zell-Adhasion [94]
CD 98 3 Aminosaure-Transport, [95]
Zellproliferation
Psoriasisassoziiertes, l Zelldifferenzierung [96]
fettsdurebindendes Protein
(PA-FABP)
Desmoglein 3 (Dsg-3) l Zell-Zell-Adhasion [84]
Intrazellulare Marker
p63 T Transkriptionsfaktor [20]
y-Catenin ) Zell-Zell-Adhésion [94]
Transkriptionsfaktor
Nicht Cadherin-assoziiertes T Zell-Zell-Adhasion, [97]
B-Catenin Transkriptionsfaktor
K15 T Zytoskelettprotein [11][89]

Die fir die vorliegende Arbeit genutzten Charakterisierungsparameter werden nun im

Folgenden naher beschrieben.

2.1.5.1 B1l-Integrin

Humane Keratinozyten exprimieren verschiedene Adhasionsproteine aus der Familie der
Integrinrezeptoren. Physiologisch beschrankt sich die Expression auf die Basalschicht mit
den proliferationsfahigen Kerartinozyten der Epidermis [98-101]. Jedes Integrin ist ein
transmembrandres Heterodimer aus einer a- und einer B-Untereinheit. Bei beiden
Untereinheiten handelt es sich um Glykoproteine [102]. Die Ligandenspezifitat eines
Integrins hangt von der Kombination der a- und pB-Untereinheiten ab [103-105]. Die
B1-Integrine mit den Untereinheiten o2, a3 und o5 bilden die fokale transmembranare
Adhasionskomponente. Als Signallibertrager sind diese Proteine in die regulativen Prozesse
von Proliferation, Differenzierung und Migration involviert [106]. Die Expression dieser
Adhasionsproteine ist innerhalb der Basalzellschicht verschieden. Im Bereich der dermalen
Papillen entstehen durch eine verstarkte laterale sowie apikale Expression die typischen
Stammzell-Cluster [43][48].

Differenzierungsstufe der

Die pB1-integrinexpression sinkt jedoch mit zunehmender

basalen Keratinozyten [106]. Aufgrund dessen wird die
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B1-Integrin-Expression als Mal fir die Immaturitit der Keratinozyten genutzt. Nach
immunzytologischer Markierung der Zellen mit einem B1-Integrin-Antikbrper kdénnen die
Keratinozyten mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung (FACS) anhand ihrer
Expressionsstarke isoliert werden. Die B1-integrinreichsten Keratinozyten zeigen eine sehr

hohe Proliferationskapazitat und werden als epidermale Stammzellen definiert [16][19].

2.1.5.2 ZellgroRe und Zellgranularitat

In Abhangigkeit von ihrer ZellgréRe zeigen basale Keratinozyten eine unterschiedlich
ausgepragte Fahigkeit zur Proliferation. In vitro generieren Basalzellen bis zu einem
Durchmesser von 11 um gréflere Kolonien in grélRerer Anzahl als Basalzellen mit einem
Durchmesser > 11 ym. Ab einem Zelldurchmesser von 20 ym sind die Basalzellen nicht
mehr  proliferationsfahig [108]. Untersuchungen von Bindegewebszellen sowie
hamatopoetischen Zellen demonstrierten, dass nicht nur die ZellgréRe einen Hinweis auf den
Differenzierungsgrad der Zellen gibt, sondern auch die Granularitat der Zelle. Zellen mit einer
geringen ZellgroBe wund einer niedrigen zytoplasmatischen Granularitat zeigten

stammzelltypische Eigenschaften [109][110].

2.1.5.3 Zytokeratin 14 (CK14)

CK14 ist ein proliferationsassoziiertes Zytoskelettprotein der Basalmembran und gehdrt zur
Familie der Intermediarflamente [111]. Diese Proteine werden aufgrund ihrer
Aminosaurezusammensetzung in die Klassen Typ | (saure) und Typ Il (basische und
neutrale) unterteilt. CK 14 ist ein Typ-I-Keratin und bildet mit dem Typ-ll-Keratin CK5 ein
obligates Heterodimer [112]. Wenn die basalen Keratinozyten den Zellzyklus verlassen und
beginnen zu differenzieren, wird die Expression dieser beiden Keratine herunterreguliert. Mit
dem Ubertritt der Zellen in die suprabasale Stachelzellschicht werden Keratin 1 und Keratin
10 als neues Keratinpaar exprimiert [113]. Es wird vermutet, dass CK14 eine entscheidene
Rolle fur den Erhalt der basalen, epidermalen Zellform sowie fur die Widerstandsfahigkeit
gegenlber mechanischen Traumen spielt und dadurch vor Zelllyse schitzt. Mause, die eine
K14-Null-Mutation besitzen, produzieren phanotypische Eigenschaften einer Epidermolysis

bullosa, einer verstarkten Neigung der Haut zur Blasenbildung [114].

2.1.6 Assays zur Isolierung interfollikularer Stammzellen

Die ersten Ansatze zur Separation humaner, epidermaler Stammzellen von ihren transient
amplifizierenden Tochterzellen wurden 1993 von Jones und Watt publiziert [16]. Sie

isolierten die epidermalen Stammzellen mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung
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(FACS) anhand der B1-Integrin-Expression der Zellen sowie durch in-vitro Adhasion an
extrazellulare Matrixproteine. In nachfolgenden Arbeiten wurden weitere
oberflachenspezifische, putative Stammzellmarker wie z.B. die Kombination von a6-Integrin
und Transferrinrezeptor durch Li et al. [87] als durchflusszytometrische Selektionsparameter
genutzt. Auch Uber die Exposition der Zellen mit Substratfarbstoffen membranstandiger
Effluxpumpen wie Hoechst oder Rhodamin 123 wurde eine durchflusszytometrische
Separation durchgefiihrt. Die nachfolgende Tab. 2 gibt einen Uberblick zu den préferierten
Isolierungsmethoden epidermaler Stammzellen. Fir alle genannten Methoden missen die

Zellen aus dem Gewebeverband herausgeldst werden und in einer Suspension vorliegen.

Tab. 2: Methoden zur Isolierung epidermaler Stammzellen

Methode Publikation
Adhérenz an Kollagen IV [16][21-26]
Durchfluss-zytometrische | B1-Integrin [16][19][27][43][86]
Sortierun
& a6-Integrin und Transferrinrezeptor [28][87]

CD34 [30][115]

B1-Integrin und MCSP [91]

Rhodamin 123 als Substrat von [31]

Effluxpumpen

Hoechst als Substrat von Effluxpumpen | [80][115-117]

Nachfolgend wird die in dieser Arbeit verwendete Methode der Kollagen-IV-Adharenz naher

erlautert.

2.1.6.1 Grundlagen der Kollagen-IV-Adhéarenz

Das Prinzip dieser Adhasionsmethode beruht auf der hohen Affinitdt epidermaler
Stammzellen an das basale Matrixprotein Kollagen IV. Diese Bindungsaffinitat ist wiederum
durch die hohe B1-Integrin-Expression von epidermalen Stammzellen begriindet (siehe
Kapitel 2.1.5.1). B1-Integrine vermitteln neben interzellularen Kontakten auch die fokale
Adhasion zur Basalmembran und sind damit an der Verankerung von Epidermis und Corium
beteiligt. Hauptkomponente dieser Basalmembran ist das Faserprotein Kollagen IV. Da der
Kollagen-IV-Rezeptor o231 gegenuber den Rezeptoren fur Laminin und Fibronnectin a331
und a5p1 deutlich starker von den Basalzellen exprimiert wird [118, 119], basiert die fokale
Adhasion zwischen Basalzellen und Basalmembran hauptsachlich auf der
Rezeptor-Liganden-Bindung von «a2B1-Integrin  und Kollagen IV [120, 121]. Diese
Eigenschaft wird zur Separation der epidermalen Stammzellen von anderen mitotisch aktiven
Keratinozyten genutzt. So binden epidermale Stammzellen aufgrund ihrer hohen

B1-Integrin-Expression in einem klrzeren Zeitraum an das Kollagen IV als determinierte
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Keratinozyten mit einem geringeren p1-Integrin-Level [16][22-24][26]. Damit lassen sich
potentielle epidermale Stammzellen in vitro als schnell-adharente Fraktion isolieren.
Keratinozyten in beginnender Differenzierung mit geringerer Expression des
Oberflachenrezeptors adharieren dagegen erst nach langerer Inkubation an Kollagen IV. Mit
weiter absinkender B1-Integrin-Expression und Verlust der Ligandenbindungsfahigkeit der
Rezeptoren [122] sind die Keratinozyten nicht mehr in der Lage, an Kollagen IV zu binden.
Aus der Kollagen-IV-Fraktionierung ergeben sich damit drei Zellfraktionen: schnell-adharent

(s-ad), langsam-adhéarent (I-ad) sowie nicht-adharent (n-ad) [24].

2.2 Epidermis-basierte Hauterkrankungen und
epidermale Stammzellen

Die in Kapitel 2.1.2 beschriebene starke Abhangigkeit des Phanotyps Stammzelle von ihrer
unmittelbaren Umgebung, der sogenannten Nische, bietet Angriffspunkte fiir pathologische
Fehlregulationen. Tatsachlich gibt es mittlerweile zahlreiche Hinweise darauf, dass eine
Fehlregulation des Stammzellkompartiments Ursache einiger pathogenetischer Prozesse ist
(siehe Kapitel 2.2.1; 2.2.2). Das histologische Bild epidermaler Hauterkrankungen weist
haufig Veranderungen in der Basalschicht der Epidermis auf. Die Veranderungen reichen
dabei von gestorter Zelldifferenzierung, atypischen Keratinozyten, Hyperproliferation
(Akanthose), suprabasalen Mitosen bis hin zu basaloiden Tumorzellen. In Abhangikeit vom
Krankheitsbild kdénnen auch Infiltrationen des Gewebes mit Zytokinen oder anderen

Entzindungsmediatoren einhergehen [123].

2.2.1 Stammzellen als Targetzellen der Hautkarzinogenese

Far Targetzellen der Hautkarzinogenese wird eine konstante Teilungsrate vorausgesetzt.
Dies ist ein Charakteristikum der meisten epidermalen Basalzellen. Des Weiteren missen
sie eine hohe Wachstumskapazitdt besitzen, die sie zur Tumorgewebsbildung befahigt.
Aufgrund dessen ist fir Stammzellen die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, Ausgangspunkt der
Karzinogese zu sein [10][12][79][124]. Versuche an Mausen zeigten, dass nach Applikation
des Tumorpromotors TPA (Tetradecanoyl-12,13-phorbolacetat) die als Label Retaining Cells
(LRC) identifizierten Stammzellen (siehe Kapitel 2.1.3) in der Epidermis verblieben und
weiter teilungsfahig waren, wahrend reifere Zellen nach Inkubation mit TPA relativ schnell die
Basalschicht verlieBen und mitotisch kaum noch aktiv waren. Des Weiteren konnte
aufgezeigt werden, dass Stammzellen karzinogene DNA-Addukte wie [3H]benzo[a]pyrene

speichern konnen. Tumor-iniziierte Zellen zeigten, ahnlich zu den LRC, stammzelltypische
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Eigenschaften wie z.B. die hdéchste Koloniebildungsffizienz (Colony Forming Efficiency)
[125]. In Vorstufen von Hauttumoren wie z.B. aktinischen Keratosen konnten Veranderungen
des stammzellregulierenden Transkriptionsfaktors B-Catenin gezeigt werden. Das Molekll ist
in die Zell-Zell-Adhasion sowie in die Signaltransduktion involviert und kdnnte dadurch die

invasiven und proliferativen Kapazitaten maligner Tumoren férdern [13].

2.2.2 Stammzellen bei chronisch entztindlichen Hauterkrankungen

Histologische und molekularbiologische Untersuchungen chronisch entzindlicher
Erkrankungen von Haut und Schleimhaut zeigen Veranderungen in stammzelltypischen
Expressionsmustern. Bei hyperkeratotischen Erkrankungen der Mundschleimhaut wurden
histologisch Veranderungen in der Expression von Stammzellmarkern wie MCSP, 06- und
B1-Integrin dokumentiert [126]. Ein Beispiel chronisch entziindlicher Krankheitsbilder der
Haut ist die autoimmunologische, Th1-Lymphozyten-vermittelte Systemerkrankung Psoriasis.
Typisch daflir sind dermale und epidermale Veranderungen mit entziindlichen Zellinfiltraten
(TNFa, IL-19 und IL-8), vaskularer Dysregulation sowie Hyperproliferation und abnormer
keratinozytarer Differenzierung [127]. Beim Vergleich von gesunder und psoriatischer
Epidermis zeigen sich auch hier Abweichungen bei der Expression von stammzelltypischen
Markern wie p63, CK15 und B1-Integrin in der Basalschicht [11][14, 15]. Untersuchungen
zeigten eine Verschiebung der p63-Expression aus den dermalen Papillen in Richtung der
Reteleisten [14]. Die Expression des Zytoskelettproteins Zytokeratin 15 wird in
proliferationsaktivierten Keratinozyten (z.B in vitro) und in psoriatischen L&sionen stark
reduziert bis hin zum Verlust des Proteins [11][15]. Typisch flir psoriatische Lasionen ist u.a.
auch eine Ausweitung der Expression des B1-Integrins in suprabasale Schichten, wobei die

gesamte Expressionsintensitat des Markers vermindert ist [128-130].

2.3 Vitamin D in der Haut

2.3.1 Vitamin-D3-Synthese

Die hormonell aktive Form des Vitamin D 3, Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3), wird Gber
photochemische Vitamin-D3-Synthese in der Haut und nachfolgende hepatische sowie
renale Hydroxylierung an C-25 und an C-1 in a-Stellung produziert. Experimentelle und
klinische Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Serumkonzentration von Calcitriol zu
niedrig ist, um Vitamin-D-Rezeptor vermittelte hormonelle Effekte in der Haut zu induzieren

[131, 132]. Die Expression des Vitamin-D-Rezeptors in nahezu allen Zelltypen der Haut
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(Keratinozyten, Melanozyten, Langerhanszellen, Fibroblasten, Endothelzellen, dermale
Dendrozyten/Monozyten sowie T- und B-Lymphzyten) [133-138] suggerierte jedoch einen
genregulativen Effekt von Calcitriol in diesem Organ. SchlieRlich konnte fur Keratinozyten in
vitro [139] als auch in vivo [140] eine autonome Synthese nachgewiesen werden. Dieser
Syntheseweg beinhaltet nicht nur die bekannte UV-Induktion von Vitamin D3 sondern auch
den weiteren enzymatisch regulierten Metabolismus zur aktiven Form. Aufgrund dessen
konnen in der Epidermis substantielle Mengen an hormonell wirksamem Calcitriol entstehen.
Auch Fibroblasten sind in die Calcitriolsynthese involviert. Sie sind jedoch nur in der Lage,
die enzymatische Hydroxylierung von Vitamin D3 an C-25 zu vollziehen. Damit kdnnten sie
aber als Lieferant von Calcitriol-Vorstufen eine wichtige Rolle fir die keratinozytare

Calcitriolsynthese spielen [141].

2.3.2 Der Vitamin-D-Rezeptor und seine Regulation

Der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) ist Mitglied einer Superfamilie von strukturell ahnlichen
nukledren Rezeptoren, die als Liganden-induzierbare Transkriptionsfaktoren agieren kénnen
[142]. Zu den verschiedenen Subklassen dieser Familie gehéren u.a. auch die Rezeptoren
weiterer Steroidhormone wie Estrogen (ER), Progesteron (PR), Glucocorticoide (GR),
Mineralocorticoide (MR) und Androgene (AR) sowie Rezeptoren fur das Thyroidhormon und
Vitamin-A-Derivate (RAR, RXR) [143-145].

Fur die Regulation der VDR Expression werden verschiedene Faktoren beschrieben. Die
keratinozytare Expression ist vom Grad der Differenzierung der Zellen und deren
Teilungsrate abhangig. So wird in der Basalmembran die hdchste VDR-Expression
nachgewiesen [146-147]. Eine Hochregulation erfahrt der Rezeptor auch durch seine
Liganden. Kultivierte Keratinozyten zeigten nach Stimulation von VDR durch Calcitriol eine
Erhéhung der Expression innerhalb von 24 h mit einem Maximum nach 8 h. Der Abfall von
VDR nach 2 bis 4 Tagen unterhalb des Ausgangswertes ist moglicherweise das Resultat der
beginnenden Differenzierung der Zellen [148]. Psoriatische Haut zeigt keine relevanten
Unterschiede zur gesunden Haut. Im Vergleich lassen sich nur eine geringfiigig starkere

basale und suprabasale VDR-Expression in Iasionaler Haut erkennen [149-150].

2.3.3 Vitamin-D-Rezeptor und Stammzellen

Es wird vermutet, dass der VDR in die Regulation von epidermalen Stammzellen involviert
ist. In Studien an Mausen konnte demonstriert werden, dass VDR durch das
WNT-Effektor-Protein B-Catenin aktiviert werden kann. Die Aktivierung des VDR unter

Bildung eines VDR-B-Catenin-Komplexes sowie die Aktivierung des WNT-Signalwegs durch
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Bildung des Transkriptionskomplexes TCF/LEF1/B-Catenin induzieren Differenzierungsgene
fur die Keratinozyten [151]. Des Weiteren zeigten VDR-defiziente Mause eine Verminderung

von Stammzellen in der Epidermis [152].

2.3.4 Molekulare Wirkmechanismen von Calcitriol

2.3.4.1 Genomisch

Bei Calcitriol handelt es sich um eine lipophile Substanz, die leicht zellulare Membranen
Uberwinden und so mit dem nuklearen Vitamin-D-Rezeptor (VDR) interagieren kann. Durch
die Komplexbildung mit dem Rezeptor erfolgt eine ligandeninduzierte Transkription sensitiver
Gene. Essentiell fur die Vermittlung der Transaktivierung ist die spezifische Bindung des
nukledren Rezeptor-Ligand-Komplexes an DNA-Bindungsdomanen, auch bezeichnet als
Vitamin-D-Responsive-Elements (VRDE). Zur Bildung einer stabilen Protein-DNA-Bindung
komplexiert VDR mit einem weiteren VDR-Komplex oder einem Vitamin-A-Rezeptor
(RXR-retinoid X receptor) zu Homo- bzw. Heterodimeren. Nach Interaktion der Dimere mit
den VRDEs an den Promotorstellen verschiedener Gene wird die Transkription des

einzelnen Gens durch die RNA-Polymerase Il gestartet [153].

2.3.4.2 Nicht-genomisch

Neben den genomischen Effekten, die durch den intrazelluldren VDR vermittelt werden, gibt
es auch nicht-genomische Vitamin-D-induzierte Regulationsmechanismen, die durch einen
schnellen Wirkungseintritt gekennzeichnet sind. Zu Effekten dieser Art gehoéren die
Stimulation verschiedener Second Messenger Systeme wie der
Phosphatidylinositol-Metabolismus, die Calciummobilisation und die Proteinkinase C-
Aktivitat [154]. Studien zeigten, dass Calcitriol die keratinozytare Signaltransduktion durch
die Induktion von Phospholipase-C-lsoenzymen modulieren kann [155]. Die Initiierung dieser
Signalwege findet dabei Uber Plasmamembranrezeptoren statt. Daflr werden zwei

Méglichkeiten diskutiert:

1) Der klassische VDR fungiert als membranstandiger Rezeptor und ist dabei an Second

Messenger Systeme gekoppelt.

2) Es existiert ein membranassoziiertes Rezeptorprotein (membrane-associated rapid
response steroid binding protein (MARRS)), welches separat vom VDR Calcitriol binden

kann und ebenfalls an Second-Messenger-Signale gekoppelt ist [154].
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2.3.5 Effekte von Vitamin-D3-Analoga auf Keratinozyten

2.3.5.1 Antiproliferativ-prodifferenzierend

Der zentrale Angriffspunkt von Calcitriol ist der G1/S-Kontrollpunkt des Zellzyklus. Eine
proliferierende Zelle muss diesen Kontrollpunkt erfolgreich passieren, um in die S-Phase
eintreten zu konnen. Dies ist abhangig von der Komplexbildung zwischen Cyclinen und
cyclinabhangigen Kinasen (CdK-cyclin dependent kinase). Durch die Komplexbildung
aktivierte CdKs koénnen Tumorsuppressorproteine (z.B. Retinoblastomprotein Rb)
phosphorylieren und bewirken die Aufhebung der Zellzyklusblockade. Die CdK-Aktivierung
kann jedoch durch sogenannte CdK-Inhibitoren blockiert werden: CdK-Inhibitoren wie p16
und p15 lésen Cyclin aus der Komplexbindung heraus, wahrend Proteine der Cip/Kip-Familie
wie p21 und p27 mit Cyclin und CdK einen ternaren Komplex bilden und auf diese Weise zur

Inaktivierung der CdKs fuhren.

Der Haupteffekt von Calcitriol beruht auf der Induktion der CdK-Inhibitoren sowie der
Reduktion von CdK-Aktivatoren. Es konnte gezeigt werden, dass die p21- sowie
p27-Transkription unter Calcitriol hochreguliert wird, wahrend die Expression von Cyclin D1
inhibiert wird [156-159].

Die Calcitriol-induzierte Differenzierung ist eng mit den antiproliferativen Effekten verbunden
und u.a. durch den Anstieg von p21 gekennzeichnet [160-163]. Uber die Aktivierung von
second messenger Systemen (siehe Kapitel 2.3.4.2) potenziert das Hormon die
calciumabhangige Differenzierung. Die extrazelluldre Calciumkonzentration und Calcitriol
interagieren dabei in ihrer Fahigkeit, die keratinoztdre Proliferation zu hemmen und die
Genexpression von Involucrin und Transglutaminase zu stimulieren [164]. In Studien konnte
demonstriert werden, dass mit steigendem Calciumspiegel auch der antiproliferative,
prodifferenzierende Effekt von Calcitriol verstarkt wurde [165]. Teil dieses Synergismus
kdnnte die Calcitriol-induzierte Expression eines intrazellularen Calciumrezeptors (CaR) sein,
welcher, in Abhangigkeit von der extrazelluldren Calciumkonzentration, die initiale
Freisetzung von Ca®* aus intrazelluldren Speichern reguliert. So sensitiviert Calcitriol die
Keratinozyten fiir Ca [166]. Durch die Aktivierung und Induktion von Phopholipase C (PLC)
sowie die Offnung verschiedener Calciumkanale besitzt der akute intrazellulare
Calciumanstieg eine verlangerte Wirkung. Calcitriol potentiert diesen Effekt durch Induktion

der Expression der Phospholipase-Protein-Familie [155][167, 168].
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2.3.5.2 Immunsuppressiv, antiinflammatorisch

In vitro konnte gezeigt werden, dass Calcitriol die Antigen-induzierte T-Zell-Proliferation
sowie die Zytokinproduktion inhibiert [169]. Die Behandlung von dendritischen Zellen mit
Calcitriol verringert die Expression co-stimulierender Marker und reduziert die
T-Zell-Aktivierung durch Expressionshemmung der MHC-II-Molekiile der dentritischen Zellen
[170]. Calcitriol supprimiert die Bildung von lymphozytarem Interleukin 2 (IL-2) und 6 (IL-6).
Des Weiteren vermindert Calcitriol die Freisetzung von TNF o und IL-1 im entzindlichen
Infiltrat von psoriatischen Hautldsionen [171]. Resultat dieser Effekte ist eine Reduktion der
Th1-Immunreaktivitat. Experimentelle Daten zeigen aul’erdem, dass Calcitriol in vitro sowohl
die IgE-Produktion als auch die IgE-vermittelten Hautreaktionen unterdriicken kann [172,
173].

2.3.5.3 Apoptotisch-antiapoptotisch

Die Induktion der Apoptose durch Calcitriol wurde u.a. an Brust-, Kolon- und
Prostatakrebszelllinien gezeigt [174-176]. Die Studien berichten dabei Uber eine Erhéhung
des Bax/Bcl-2-Ratios durch Reduktion des antiapoptotischen Protoonkogens Bcl-2 (B-Cell
Lymphoma-2). Des Weiteren forderte Calcitriol durch vermehrte Translokation des
proapoptotischen Tumorsuppressor-Co-Faktors Protein Bax (Bcl-2 Associated X protein) die
Freisetzung von Cytochrom C, welches ein Signalmolekil der apoptoseaktivierenden
Caspase-Signalkette darstellt [176]. Der apoptotische Effekt tritt hier bei einer
Wirkstoffkonzentration von 100 nM auf. Auch bei Keratinozyten sowie bei HaCaT liel3 sich
der apoptotische Effekt von Calcitriol nachweisen. Dabei wurde eine Hydrolisierung von
Sphingomyelin zu proapoptotischem Ceramid [177, 178] als Apoptose-Ausloser detektiert.
Allerdings waren hier deutlich héhere Wirkstoffkonzentrationen (ab 5000 nM) oder langere
Inkubationszeiten (mehr als 3 d) [177][179, 180] [fur diesen Effekt erforderlich. Im Gegensatz
dazu zeigten Keratinozyten bei niedrigeren Calcitriolkonzentrationen (100 nM) eine
Apoptoseresistenz gegentber Ceramiden, ultravioletten Strahlen und TNF o [180]. Dieser
zytoprotektive bzw. antiapoptotische Effekt beruht dabei offensichtlich auf der weiteren
Metabolisierung der Ceramide zu Sphingosin-1-phosphat. Dieses Molekul antagonisiert den
apoptotischen Effekt der Ceramide [180]. Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass
nach Vorbehandlung von Keratinozyten mit Calcitriol keine Apoptose durch Cisplatin
und/oder Doxyrubicin induziert werden konnte. Dafur wurde die Aktivierung zweier
antiapoptotischer Signalwege, Phosphoinositol-3-Kinase(PI-3)/Ak-Signalweg und
MEK/extracellular signal regulated kinase (ERK)-Signalweg, verantwortlich gemacht. Beide

sind in die Regulation von Bcl-2 und Bad/Bax involviert. Die protektive Wirkung von Calcitriol
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resultiert dabei aus der Induktion von Bcl-2, welche zu einer Erniedrigung des
Bax/Bcl-2-Ratios fuhrt [181].

2.4 Vitamin D3 und seine Derivate in der
Psoriasistherapie

Neben der Normalisierung der Keratinozytendifferenzierung, der Hemmung der
T-Lymphozytenproliferation sowie der Zytokin-Sekretion beruht die antipsoriatische Wirkung
des biologisch aktiven Vitamins D3 und seiner Derivate vor allem auf der starken Hemmung
der Keratinozytenproliferation. Zunachst war das physiologische Calcitriol Ausgangspunkt fur
die Therapie der hyperproliferativen Hauterkrankung. Begriindet durch sein relativ hohes
calceotropes Nebenwirkungspotential (Hyperkalzidmiegefahr!) wurde jedoch nach

Wirkstoffen gesucht, die ein glinstigeres Wirkung-Nebenwirkungsprofil besitzen [182].

2.4.1 Calcipotriol

Calcipotriol ist ein synthetisches Vitamin-D3-Analogon. Der Unterschied zu Calcitriol liegt in
der Modifikation der Seitenkette durch Inkorporierung eines Cyclopropanringes. Calcitriol und
Calcipotriol besitzen in vitro ahnliche Effekte auf die Zellwachstumsregulation von
Keratinozyten, Tumorzellen und Immunzellen. In vivo besitzt Calcipotriol einen 100-200mal
geringeren calceotropen Effekt als Calcitriol. Diese niedrige calceotrope Aktivitat beruht auf
dem raschen systemischen Metabolismus in nicht aktive Abbauprodukte. In Keratinozyten
verlauft dieser Metabolismus jedoch langsam. So hat Calcipotriol einen groflen Effekt auf

das Zielgewebe Epidermis, aber nur geringe systemische Nebenwirkungen [183].

2.4.2 Tacalcitol

Tacalcitol unterscheidet sich von Calcitriol durch Hydroxylierung an Position 24 anstelle
Position 25. Auch Tacalcitol inhibiert die Zellproliferation, Entziindung sowie immunologische
Mediatoren in der Haut und induziert die Keratinozytendifferenzierung. In vivo wird Tacalcitol
in nicht aktive Metaboliten umgewandelt. Der rasche Metabolismus bewirkt geringere

systemische calceotrope Effekte als bei Calcitriol [184].

Tab. 3 gibt einen Uberblick Uber die physikochemischen Eigenschaften, Strukturformeln,

Indikationsgebiete sowie Fertigpraparate von Calcitriol und seiner Derivate.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellmaterial

Ausgangspunkt fiir die Gewinnung primarer Keratinozyten waren juvenile Spendervorhaute.
Das juvenile Vorhautgewebe wurde aus Zirkumzisionen generiert. Das Spenderalter lag
zwischen 1 bis 8 Jahren. Aus dem epidermalen Vorhautgewebe erfolgte die Isolierung von
Keratinozyten (siehe Kapitel 3.2.1). Durch die anschlieRende Kultivierung (siehe Kapitel
3.2.2) wurden nicht proliferations- und adhdrenzfihige Keratinozyten hoherer

Differenzierungsstufen eliminiert.

3.1.2 Medien, Supplements

Keratinocyte-SFM (1X) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Keratinocyte-SFM Supplement Human Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
recombinant Epidermal Growth Factor (EGF

1-53; 0,1-0,2 pg/ml) and Bovine Pituitary

Extract (BPE; 25 pg/ml)

Antibiotic-Antimycotic (100X), liquid Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
10.000 IE Penicillin G,

10.000 ug Streptomycin,

25 ug Amphotericin B /ml

Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) (1X), Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
liquid

Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland

21
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3.1.3 Enzyme und andere Biotechprodukte

Trypsin, 0.05 % (1X) with EDTA 4Na, liquid  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Trypsin, 0.5 % (10x) with EDTA 4Na, liquid  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

RNAse Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Munchen,
Deutschland

Gentamycin 10 mg/ml, lyophilisiert Biochrom AG, Berlin, Deutschland
(mit 5 ml sterilem Aqua purificata rekonst.)

Dispase® Il (neutral protease, grade Il) Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied
Science,Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen,

Collagen Type IV from human placenta Deutschland
Kollagenase | Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Bovines Serumalbumin (BSA) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

3.1.4 Fertiglosungen

Coulter Clenz Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

Szintillator Ultima Gold Cammberra Packard GmbH,

(4 g 2,5-Diphenyloxazole;0,1 g 1,4-bis Dreieich, Deutschland

2-(5-Phenyloxazolyt)-Benzen auf 1 L Toluol)

Soluene 350 Packard Biosence Company, Groningen,
Niederlande

[6-3H] Thymidin 60,3 Ci/mol American Radiolabled Chemicals Inc., St.
Louis, USA

Hionic-Fluor Packard Biosence Company,Groningen,
Niederlande

ISOTON Il Beckmancoulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

ECL Plus Western Blotting Detection GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont,

Reagents Buckinghamshire, UK

GBX developer/replenisher P7042 Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen,
Deutschland

GBX fixer/replenisher P7167 Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen,

Deutschland
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3.1.5 Chemikalien

Ethanol 96 %

D-Glucose

Ethylendiamintetraacetat-Dinatrium,
EDTA — Na,

Phenolrot

Calciumchlorid, CaCl,
Magnesiumchlorid, MgCl,
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO;
Natriumchlorid, NaCl

Kaiumchlorid, KCI

Dinatriumhydrogenphosphat,
NazHPO4 X2 Hzo

Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,

(4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfons
aure) HEPES

Natriumhydroxid, NaOH

Propidiumiodid

Zitronensaure

Tween 20

Dimethylsulfoxid, DMSO

Paraformaldehyd
Annexin V FLUOS

B-Mercaptoethanol

Molecular Weight Marker
(M.W. 30.000-200.000)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, TRIS

Natrium-desoxycholat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Calbiochem-Novabiochem, Darmstadt
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Calbiochem-Novabiochem, Darmstadt
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Triton X-100,

Polyethylenglycol-[4-
(1,1,3,3-tetramethylbutyl) phenyl]-ether,

Natriumdodecylsulfat, SDS

Glycerol

Tricin,
2-[{1,3-Dihydroxy-2-(hydroxymethyl)
propan-2-yl}amino]essigsaure
Bromphenolblau

Polyacryamid (30%)
Ammoniumpersulfat (APS)

Tetramethylendiamin (TEMED)

Milchpulver
Glycin

Mercaptoethanol

Methanol
Tri-Na-citrat-dihydrat

Gentianaviolett

Calcitriol

Calcipotriol

Tacalcitol

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glucksklee Nestlé, Frankfurt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen,
Deutschland

Intendis Dermatologie GmbH, Berlin,
Deutschland

Intendis Dermatologie GmbH, Berlin,
Deutschland

Intendis Dermatologie GmbH, Berlin,
Deutschland
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3.1.6 Lo6sungen und Puffer

Die Lésungen wurden nach Herstellung bei 2 bis 8 °C bzw. -20 °C aufbewahrt.

Gentamycin-Gebrauchslésung (G-GL)

Gentamycin-Transportldsung/Dispaseldsung

Gentamycin-Waschlésung

PUCK-EDTA

Tyrode-Eosin-Lésung

Kollagen-IV-Stammldsung
Kollagen-IV-Gebrauchslésung
(Beschichtung)

Phosphate buffered solution PBS (pH 7,4)

PBS-B
PBS-ABC
PBS-S

1 mg/ml (Aqua purificata)

25 ul G-GL ad 5 ml SFM
100 ul G-GL ad 5 ml HBSS

049 KCI

8,0g NaCl

0,35¢g NaHCO;

1,09 D-Glucose

0,25¢g EDTA — Dinatrium

0,005¢ Phenolrot
zu 1000.0 ml Aqua purificata
(steril)

8¢ NaCl

0,29 KCI

0,2¢ CaCl,

0,149 MgCl,

0,05¢ NaH,PO,

1,09 NaHCO;

1,09 Glucose

0,625¢ Eosin
zu 1000.0 ml Aqua purificata
(steril)

2,5 ml 20 mM Essigsaure auf 5 mg
Kollagen IV

25 pl Kollagen-1V-Stammldsung auf 1 ml
PBS-ABC

16,0 g NaCl
04g KCI
2,88 g NazHPO4 X 2 HZO

0,4 g KH2PO4
zu 2000 ml Aqua purificata;
auf pH 7,4 einstellen mit NaHCO;

PBS mit 2 % FKS bzw. mit 1 % BSA
PBS mit 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,

PBS-B + 0,2 % Saponin
(zur Permeabilisierung)

PBS-B + 0,1 % Saponin (wahrend
AK-Inkubation, Waschschritte)
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Kollagenase-I-Trypsin-Mischung 1:1 0,1 %

Paraformaldehyd (PFA)-Losung 2 %

Inkubationspuffer flir Annexin-V-Messung

Propidiumiodid (PI)-Lésung (50ug/ml)
Propidiumiodid (PI)-Losung (100upg/ml)

HEPES Puffer

Zitronensaure/Tween20-Lésung

0,5% Tween 20/PBS

RNase-L6sung

Ethanol 70 V/V

RIPA-Puffer

Protein-Probenpuffer

Anodenpuffer 10x

20 ml Trypsin 0,5 %
100 mg Kollagenase |
80 mi PBS

0,5g PFA in 25 ml PBS
(ca.1 hin Wasserbad bei 58 °C)

10 mM HEPES
140 mM NaCl
5mM CaCl,

mit NaOH auf pH 7,4

5 mg Pl in 100 ml PBS
10 mg Plin 100 ml PBS

16,364 g NaCl
0,806 g KCI
0,222 g CaCl,
0,19¢ MgCl,
4,766 g Hepes
3,604 g D-Glucose
zu 2000 ml Aqua purificata
2149 Zitronensaure
0,59 Tween 20
zu 100 ml Aqua purificata
1,09 Tween 20

zu 200 ml Aqua purificata
1 mg RNase/1 ml PBS

665 g Ethanol 96 %
3354¢ Aqua purificata
20 mM TRIS pH 7,4
0,3M NaCl
1,0 % Na-desoxycholat
1,0 % Triton X-100
0,1 % SDS
4% SDS
125 mM TRIS pH 6,8
23,25 % Glycerol
0,01 % Bromphenolblau
2M Tris Base pH 8,9
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Kathodenpuffer 5x

Gelpuffer

Trenngel

Sammelgel

Waschpuffer

Blockpuffer

Blotpuffer

Stripp-Puffer

Gentianaviolettlésung

Natriumcitratldsung

Calcitriol-Stammldsung (-20 °C, Lichtschutz!)

Calcipotriol-Stammlésung (-20 °C,
Lichtschutz!)

Tacalcitol-Stammldsung (-20 °C, Lichtschutz!)

05M
05M
0,5 %

3M
0,3 %

8 ml
1 mi
150 pl
20 pl

2,6 ml
5,0 ml
12,4 ml
150 pl
20 pl

200 ml
0,1 %

59
100 ml

50 mM
40 mM
3.7 %
20 %
2%
62,5 mM
100 mM

Tris Base
Tricin
SDS

Tris Base
SDS

Polyacryamid (30%)

Aqua purificata
Ammoniumpersulfat (APS)
Tetramethylendiamin
(TEMED)

Polyacryamid (30%)
Gelpuffer

Aqua purificata
Ammoniumpersulfat (APS)
Tetramethylendiamin
(TEMED)

PBS
Tween
zu 2000 ml Aqua purificata

Milchpulver
Waschpuffer

TRIS-Salz
Glycin
SDS
Methanol

SDS
TRIS-Salz
Mercaptoethanol

0,1 % in Ethanol/Wasser 1:50

29,41¢
500 ml
500 ml

Tri-Na-citrat-dihydrat
Ethanol, absolut
Aqua purificata

10 mM in DMSO
10 mM in DMSO

10 mM in DMSO
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3.1.7 Antikorper

Durchflusszytometrie

Anti human Integrin beta 1 antibody,
mouse-1gG1

Isotype control, mouse-IgG1
Anti Mouse IgG (H+L), FITC (goat)

Anti Human Integrin beta 1 FITC
mouse-1gG1

Isotype control FITC, mouse-IgG1

Anti Human monoclonal Cytokeratin 14
antibody [LLOOZ2] (FITC) , mouse-IgG3

Isotype control FITC, mouse-IgG3
Westernblot

Anti Human polyclonal Vitamin D Receptor
(goat)

Anti Goat IgG (H+L), Peroxidase labelled
(horse)

Anti Human monoclonal B-Actin (mouse)

Anti Mouse IgG, Peroxidase conjugate
(sheep)

3.1.8 Gerate

Absorptionsreader FluoStar Galaxy

Analysenwaage, Typ MC5-OCE,

Beckman Coulter Z2

Brutschrank | , Vitromat Typ sbs-11
Brutschrank II, INCO 2

Cell-Harvester
Durchflusszytometer FACScan

Flussigkeitsszintillationszahler,
WINSPECTRAL 1414

Wasserbad, Thermostat B3-DC1

Abcam, Art.-Nr. ab 3167; 200 pg/mi

DAKO, Art.-Nr. X 0931; 100 ug/ml
CALTAG, Art.-Nr. M35001; 700 ug/ml
Abcam, Art.-Nr. ab 217; 100ug/mi

DAKO, Art.-Nr. X 0927; 100 pg/ml
Abcam, Art.-Nr. ab 9280; 1000 ug/ml

Abcam, Art.-Nr. ab 18391; 500 ug/ml

Abcam, Art.-Nr. ab 39990; 0,50 mg/ml

Vector Laboratories, Art.-Nr. PI-9500; 1 mg

Sigma-Aldrich, Art.-Nr., A1978
Sigma-Aldrich, Art.-Nr., A 6782

BMG LABTECH GmbH, Offenburg,
Deutschland

Satorius AG, Géttingen, Deutschland

Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

Mytron, Heiligenstadt, Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Inotech, Wohlen, Schweiz
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

WALLAC-ADL-GmbH, Freiburg,
Deutschland

Haake, Karlsruhe, Deutschland
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Laminarbox, HS 12

Lichtmikroskop, Olympus CK2-TR
Mikroskopkamera, Olympus SC 35
pH-Meter, Digital pH-Meter pH 525

Prazisionswaage, Typ 870-13
Vortex genie 2

Zentrifuge, Biofuge primo
Zentrifuge, Hettich Universal 30 F

Magnetruhrer

Mikrowelle, Typ M 633,

Owl Panther™ semi dry electroblotter
PO9DS Emperor Penguin™ Dual Gel Vertical
Electrophoresis System
Hybridisierungsflaschen
Expositionskassette

Rollenmischgerat RM5

Netzgerat E831
PerfectBlue™ Doppelgelsystem Twin M

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan
Olympus Inc., Tokyo, Japan

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Deutschland

Gottl. Kern & Sohn, Alberstadt, Deutschland
Scientific Industries, USA

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

MLW Ruhrgeratewerk Medingen, Sitz
Freital, Deutschland

Typ R3T Variomag Elektronorihrer Poly15,
Laborbedarf K.J. Werner GmbH, Leipzig,
Deutschland

Samsung electronics GmbH, Steinbach,
Deutschland

Owl Separation Systems, Portsmouth, NH,
USA

Owl Separation Systems, Portsmouth, NH,
USA

Ochs GmbH Glasgeratebau &
Laborfachhandel, Bovenden /Lenglern,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim,
Deutschland

Consort nv, Turnhout, Belgiem

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen,
Deutschland
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3.1.9 Verbrauchsmaterialen

Combitips, versch. Grolien
Eppendorf-Reaktionsgefalie

Kulturschalen

Kulturplatten

Pipettenspitzen
Pipetten

Szintillationsmeligefale

Glasfiberfilter, Typ G-7

Sterilfilter, Sartorius Minisart
(600kPa max, 0,22 um)

Zellsieb, 100 ym
Gel Blotting Paper GB003

PARAFILM® M

Millipore Immobilon P (PVDF-Membran)

Saran-wrap (Folie)

Kodak BioMax Light Film (Light 1)

Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

Eppendorf AG, Hamburg; Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg; Deutschland

Greiner GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg; Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg; Deutschland

Canberra-Packard GmbH, Dreieich,
Deutschland

INOTECH, ICH-110, Wohlen, Schweiz

Sartorius Stedim Biotech S.A., Aubagne
Cedex, Frankreich

Becton Dickinson, NJ, USA

Schleicher & Schnell BioScience, Dassel,.
Deutschland

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

The Dow Chemical Company, Midland, M,
USA

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland

Faust GmbH, Halle, Deutschland
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3.2 Methoden

3.2.1 Isolierung nativer humaner Keratinozyten aus juveniler
Vorhaut

Wie in Kapitel 2.1.1 dargestellt, bilden die interfollikularen epidermalen Stammzellen und
deren ftransient amplifizierende Tochterzellen, auf der Basalmembran haftend, die
Grenzschicht zwischen Epidermis und Corium. Voraussetzung flir eine erfolgreiche und
effektive Gewinnung dieser proliferativen Basalzellen war also eine sanfte und sichere
Methode fiir die Abtrennung des Coriums von der Epidermis. Durch die Dispase-Behandlung
erfolgt der Abbau der Basalmembrankomponenten Kollagen IV und Fibronectin. Dadurch
wird eine Abtrennung des Coriums unterhalb der Basalschicht mdglich [187]. Die Zellen der
Basalschicht bleiben bei dieser Trennung als duferste Zellschicht an der Epidermis haften
und lassen sich somit durch die anschlielRende Trypsinierung aus dem Gewebeverband

leicht herausldsen.
Durchftihrung

Juvenile Spendervorhaute wurden in 0,5-cm-groRe Stlicke zerkleinert und in einer
Dispaseldsung (2 mg/ml in HBSS geldst mit 25 ug Gentamycin) fir 18 h im Kihlschrank
inkubiert. Danach lie® sich die Epidermis vom Corium durch einfaches Ziehen leicht

abtrennen.

Die nachfolgende Abb. 3 zeigt das Ergebnis der Dispase-Behandlung. Die beiden
separierten Hautschichten, Epidermis und Corium, wurden immunhistochemisch mit dem
Basalschicht-Marker B1-Integrin gefarbt. Es wird ersichtlich, dass die Zellen der Basalschicht
nahezu vollstdndig an der Epidermis haften. Somit ist diese enzymatische Methode fiir die

Generierung von Basalzellen aus Epidermisgewebe geeignet.

Im Anschluss erfolgte eine Behandlung der zerkleinerten Epidermis  mit
0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA, um die Zellen aus dem Verband herauszulésen. Die
gewonnene Zellsuspension wurde durch ein 100 um Zellsieb gegeben, um Restgewebe
abzutrennen. Danach wurden die Zellen in serumfreiem Medium (SFM) aufgenommen und
bei 1500 U/min zentrifugiert. Das Medium wurde abgegossen und die Trypsinreste damit

entfernt.



32 MATERIAL UND METHODEN

_cﬂﬁ

. FA N

:“i’! ’ Basalmembran L
v \ Y i o N Vi)

f . . N | , Ll’ "

'.'. L 1 3

L] ' d
oo

ﬁ -
Corium

R A

B S

: 4 v,
4 " e v ﬂ
. R =Y
. | -
'
&

Basalmembran

Abb. 3: Immunhistochemische B1-Integrin-Farbung an juveniler Vorhaut nach
Dispasebehandlung.

3.2.2 Kultivierung basaler nativer humaner Keratinozyten

Basierend auf der Arbeit von Rheinwald und Green [44] nutzen viele Forschungsgruppen die
Feederlayertechnik zur Kultivierung der primaren nativen humanen epidermalen
Keratinozyten (NHEK) [16][20][47][188]. Die Kokultivierung der NHEK mit einer
Feederzellschicht aus postmitotischen Fibroblasten in konditioniertem serumhaltigen Medium
hat vor allem den Vorteil eines sehr guten Zellwachstums der Primarkultur und verzdgert
zugleich die Differenzierung [189]. Dennoch kann das Vorhandensein der Feederzellen und
des Serums eine grofle Beeintrachtigung darstellen: Metabolische Vorgange von
Fibroblasten sowie unbekannten Serumbestandteilen kénnen die metabolischen Aktivitaten
der NHEK maskieren oder die Effekte applizierter Substanzen behindern bzw. modifizieren
[190]. Aus diesen Griinden wurde eine serumfreie Kultivierung ohne Feederzellen bevorzugt,
da in dieser Arbeit die Untersuchung von Wirkstoffeffekten im Vordergrund stand. Durch
Einsatz eines serumfreien Keratinozytenproliferationsmediums konnte eine Kultivierung unter
kontrollierten Bedingungen erfolgen. Um differenzierende Einflisse zu minimieren, wurden
fur die Versuche nur NHEK der ersten Passage eingesetzt. Durch den Einsatz des
serumfreien Keratinozytenproliferationsmediums wurde die Zelldifferenzierung ebenfalls
reduziert [191].

Durchfiihrung

Die Kultivierung erfolgte in 250-ml-Kulturflaschen mit einer Aussaatmenge von 3x 10° vitaler
frisch-isolierter Keratinozyten (siehe Kapitel 3.2.1) in 20 ml serumfreiem Medium

(Keratinozyten-SFM). Die in diesem Medium enthaltenen Supplemente wie Spurenelemente,
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Ethanolamin, Phosphethanolamin, Trijodthyronin, Hydrokortison und der nachfolgende
Zusatz von epidermalem Wachstumsfaktor (0,2 ng/ml) und Rinderhypophysenextrakt
(25ug/ml) machte eine Kaultivierung ohne Feederlayer moglich [191]. Bei klimatischen
Bedingungen von 37 °C und einem COjx-Anteil von 5 % im Brutschrank wurden die Zellen
unter regelmaligem Mediumwechsel (alle 3 Tage) bis zu einer Konfluenz von max. 70 %
kultviert. AnschlieRend wurden die Zellen zur Vorratshaltung im Einfriermedium in fliissigem
Stickstoff bei -160 °C kryokonserviert. Diese vorkultivierte Keratinozytenpopulation war

Ausgangspunkt fiir die Anreicherung von epidermalen Stammzellen.

3.2.3 Beschichtung der KulturgefalRe mit Kollagen Typ IV

Die Anreicherung von epidermalen Stammzellen durch Adhasion an das basale
Matrixprotein Kollagen IV erfolgte in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 60 mm. Dazu

wurden diese zunachst mit Kollagen IV wie folgt beschichtet.
Durchfiihrung

Von einem sterilen Kollagen-1V-Puder aus humaner Plazenta wurde mit 20 mM Essigsaure
eine Stammldsung (2,5 mg Kollagen IV/ml) hergestellt. Diese war bei 2 bis 8 °C bis zu vier
Wochen haltbar. Kurz vor Gebrauch wurde diese mit PBS-ABC 1:50 verdinnt und damit der
Boden der 60-mm-Kulturschalen vollstdndig bedeckt. Fir eine maximale Zelladhasion wird
ein Konzentrationsbereich von 50-100 ug/ml Kollagen IV angegeben [192]. Pro Schale wurde
dabei 1 ml einer 50 ug/ml Kollagen-IV-Losung aufgetragen. Nach dem Verschlielen der
Kulturschalen mit Parafilm erfolgte die Inkubation Uber Nacht bei 2 bis 8 °C. Anschliefend
wurde die restliche Lésung abgesaugt und die Schalen mit je 2 ml 10 % fétalem Kalberserum
(FKS) in PBS 1 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzublocken und so zu vermeiden, dass Inhaltsstoffe des Keratinozyten-Mediums durch das
Kollagen IV gebunden werden. Danach wurde das uberschissige FKS mit 2 ml PBS
abgesplilt. Diese beschichteten Schalen wurden entweder sofort zur Zellauftrennung weiter
verwendet oder zur Vorratshaltung eine Woche bei 2 bis 8 °C bzw. bis zu vier Wochen bei
-80 °C gelagert.

3.2.4 Methode der Kollagen-IV-Adhé&sion

Die Anreicherung von epidermalen Stammzellen beruht auf schneller Bindung an
Kollagen IV. Determinierte Tochterzellen adharieren langsamer [16] und kénnen dadurch
separiert werden. Avitale und nicht adharenzfahige Zellen bilden eine dritte Zellpopulation.
Diese Zellen waren auch nach einer Zeit > 24 h nicht in der Lage, zu adharieren (in

Vorversuchen getestet).
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Ergebnis dieser Methode sind drei Zellfraktionen:

Tab. 4: Zellfraktionen der Kollagen-1V-Isolierung, adaptiert von Kim et al. [24]

Fraktion Adhérenz an Zelltyp
Kollagen IV
schnell-adharent (s-ad) innerhalb von 10 min epidermale Stammzellen
langsam-adhéarent (l-ad) innerhalb von 24 h transient amplifizierende Zellen
nicht-adharent (n-ad) keine postmitotische Zellen
Basalkeratinozyten
@® &
D) @
@@@
l nach 10 min _ Regerationszeit

adhéarent innerhalb von 24 h

e ——
- E—- | -
g Inkubation bei 37°C, 5% CO, —® @ ® =

nach 10 min @ Ablésung von
nicht adharent O] (<) Kollagen IV

nach 24 h adharent
g ——- .‘oLc)Lo‘_. —]

Inkubation bei 37°C, 5% CO,

nach 24 h
nicht adharent

s-ad — schnell-adhérente Zellen
|-ad — langsam-adhéarente Zellen
n-ad — nicht-adhérente Zellen

@CD

O@®©

Kollagen-IV-Beschichtung

Abb. 4. Kollagen-IV-Isolierung zur Separation epidermaler Stammzellen als schnell-adharente
Zellen (s-ad), transient amplifizierender Tochterzellen als langsam-adhérente Zellen (l-ad) und
postmitotischer Zellen als nicht-adharente Zellen (n-ad)

Durchfiihrung

Fur die Auftrennung wurden kryokonservierte Zellen der ersten Passage verwendet. Nach
dem Auftauen wurde mit SFM eine Zellsuspension von 0,25x 10° Zellen/ml hergestellt. Fiir
die Isolierung wurden 1x 10° Zellen pro Kollagen-IV-beschichtete Kulturschale aufgegeben
und im Brutschrank far 10 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die nach 10 min nicht
adharenten Zellen mit SFM abgespllt und auf ein neues Kollagen-IV-beschichtetes
Kulturgefal® Uberfuhrt. Die nach 10 min anhaftenden Zellen (schnell-adharent) wurden mit
5ml SFM gefiuttert und zusammen mit den nach 10 min noch nicht adharenten Zellen
(langsam-adharent und nicht-adharent) 24 h im Brutschrank belassen. Dabei bewirkte diese
Regenerationszeit von 24 h eine grofRere Zell-Stabilitdt gegenlber der anschlielRenden

enzymatischen Abldsung von Kollagen IV und fihrte so zu einer hohen Anzahl vitaler Zellen.
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Nach 24 h wurden zunachst die nicht-adharenten Zellen durch mehrmaliges Spulen mit PBS
von der Fraktion der langsam-adharenten Zellen abgetrennt. Diese Zellen konnten auch
nach einem Zeitraum von > 24 h nicht adharieren. Die beiden anhaftenden Zellpopulationen,
schnell- und langsam-adharent, wurden mit PBS abgesplilt und vom Kollagen IV abgel6st.
Dazu wurden die Zellen mit 1 ml einer 0,1 %igen Trypsin/EDTA-Collagenase-I-Lésung (1:1)
inkubiert. Der Collagenase-Anteil dieses Enzym-Gemischs ermdéglicht durch den Abbau des
Kollagens IV eine effektivere Trennung der Zellen von Kollagen IV. Der unspezifische
Protein-Andau durch Trypsin unterstitzt die Ablésung der Zellen und verkirzt so die
Ablésedauer. Die Zellschadigung beim Abernten konnte dadurch minimiert werden. Nach
max. 5 min Inkubation bei 37 °C im Brutschrank konnte die Aktivitat der Emzymlésung mit
10 % FKS in PBS blockiert werden. Die nach der Ernte erhaltenen Zellsuspensionen wurden
bei 1500 U/min zentrifugiert und danach mit SFM gewaschen, um Reste der Enzymlésung
zu entfernen. AnschlieRend konnten schnell-adharente und langsam-adharente Zellen fir die

Versuche prapariert bzw. in Kulturgefale ausgesat werden.

Jede verwendete Zellcharge wurde vor ihrer Nutzung auf Fibroblasten getestet. Dazu
wurden je 1x 10° Zellen pro kryokonservierte Zell-Charge mit Kollagen IV aufgetrennt. Nach
24 h hatten die Zellen ihre typische Morphologie und wurden visuell unter dem Mikroskop
kontrolliert. Dabei konnte auch gleichzeitig das Mengenverhaltnis von schnell-adharenten
und langsam-adhéarenten Zellen der jeweiligen Charge abgeschatzt werden, da es durch
unterschiedliche Proliferationskapazitat sowie Vitalitdt der Spenderzellen einer natirlichen

Schwankungsbreite unterliegt.

Die Alterung der Zellen wurde eingeschrankt, indem fur die Untersuchungen nur NHEK der

ersten Passage verwendet wurden.

3.2.5 Zelleinsaat und Konfluenzgrad

Da durch die Kollagen-IV-Isolierung nicht proliferationsfahige NHEK (entspricht
nicht-adharenter Fraktion) diskriminiert wurden, konnte die Zelleinsaat fiur die

schnell-adharente und langsam-adharente Zellfraktion reduziert werden.

Tab. 5 auf der nachsten Seite zeigt die genutzten Kulturgefalle und die entsprechenden

Einsaatmengen von fraktionierten und unfraktionierten NHEK.
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Tab. 5: Zelleinsaat

Kulturgefafr Zellzahl-unfraktioniert Zellzahl — fraktioniert | Medium-
L) Menge
48 MTP 10.000 Zellen 7.000 Zellen 0,5 mi
24 MTP 25.000 Zellen 10.000 Zellen 1,0 mi
60-mm-Kulturschalen 300.000 Zellen 75.000 Zellen 5,0 ml
250-ml-Kulturflaschen 1000.000 Zellen 175.000 Zellen 15,0 ml

In vitro sind sowohl die Proliferationsaktivitat als auch der Differenzierungsprozess vom
Konfluenzgrad der Zellen abhangig [193]. Das bedeutet, mit wachsendem Konfluenzgrad
sinkt die proliferative Aktivitdt bzw. beginnt der Differenzierungsprozess. Da sich epidermale
Stammzellen und transient amplifizierende Tochterzellen hauptsachlich in Reifegrad und
Proliferationsverhalten unterscheiden [16][43], wurde bei den Versuchen darauf geachtet,
dass die Zellen bei Versuchsende max. eine Konfluenz von 70-80 % erreichten. Auch der
antiproliferative Effekt von Calcitriol, Calcipotriol sowie Tacalcitol ist vom Konfluenzgrad
abhangig [148]. Die Wirkstoffexposition erfolgte deshalb stets bei niedrigen Zelldichten von
etwa 30-40 %.

3.2.6 Zellzahlbestimmung

Fir die Zelleinsaat erfolgte die Ermittlung der Lebendzellzahl, da sich die Einsaatmenge
natlrlich nur auf die vitalen Zellen bezieht. Die Zellzahlung wurde mikroskopisch nach dem
Anfarben membrangeschadigter avitaler Zellen durch Eosin (Plasmafarbstoff) durchgeflihrt.
Dazu wurde physiologische Tyrode-Eosin-Lésung genutzt. Unter Verwendung einer
geeichten Zahlkammer (Fuchs-Rosenthal-Kammer) und unter Bericksichtigung eines
definierten Verdinnungsfaktors (abhangig von Zahlkammer; hier Verdinnungsfaktor 5)
wurde die Konzentration vitaler sowie avitaler NHEK ermittelt. Fir durchflusszytometrische
Experimente und Westernblotmessungen wurde die Gesamtzahl der Zellen (vital + avital)

mittels Coulter Counter ermittelt.

3.2.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit zur quantitativen Analyse von

Oberflachenantigenen, intrazelluldren Strukturen, DNA-Gehalt und zur Untersuchung von

Efflux-Eigenschaften der beiden untersuchten Zellpopulationen genutzt.
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Fir die Messung der entsprechend praparierten Zellsuspensionen wurde das
Durchflusszytometer FACScan der Firma Becton Dickinson mit der Software CELLQuest™
verwendet. Die Detektion der Fluoreszenzen erfolgte im Fluoreszenzkanal 1 mit einem
Bandpassfilter (BP430/30) und in Fluoreszenzkanal 3 mit einem Langpassfilter (LP650). Die
Auswertung der Rohdaten unter Windows erfolgte mit Hilfe von WinMDI 2.8.

3.2.7.1 Prinzip

Voraussetzung fur die durchflusszytometrische Messung ist dabei eine Einzelzellsuspension.
Die Zellen werden je nach Praparation mit spezifischen Fluoreszenz-gekoppelten
Antikérpern bzw. mit speziellen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Nach der Anregung durch
den Laserstrahl emittieren die Zellen Licht, das proportional zur Menge ihrer gebundenen
Antikérper bzw. zum zellassoziierten Farbstoff ist. Zur Bestimmung und Korrektur
nicht-spezifischer Bindungen der eingesetzten Primar-Antikérper werden geeignete
Isotypkontrollen derselben Immunglobulinklasse in gleicher Antikérperkonzentration bzw.
nicht-markierte Zellen verwendet. Fur die Datenanalyse wird die Differenz zwischen den
Fluoreszenz-Mittelwerten der Isotypkontrolle und der antikérpermarkierten Probe berechnet
(d-MFI). Weitere Zusatzparameter sind Seitwarts- und Vorwartsstreuung des Laserlichts
(SSC und FSC). Sie lassen eine Aussage zur Zellgranularitdt und ZellgroRe zu. Diese
Parameter werden zur Diskriminierung von distinkten Zellpopulationen und Zellfragmenten
genutzt (Abb. 5).

Abb. 5: Dotplot der Streulichtparameter Seitwérts-
b (SSC) und Vorwartsscatter (FSC).
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3.2.7.2 Herstellung einer Einzelzell-Suspension

Fur die einzelnen Untersuchungen mussten zunachst die adharent wachsenden, nativen
Keratinozyten abgeerntet werden. Dies erfolgte durch einen kurzen enzymatischen Andau
der Zell-Zellkontakte mit 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA bzw. speziell bei der Ablésung von
Kollagen IV mit einem 0,1 % Kollagenase-1/0,1 % Trypsin-Gemisch bei 37 °C (siehe Kapitel
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3.2.4). Besonders bei der Bestimmung von Oberflachenantigenen wurde auf eine sehr kurze
Inkubationszeit (<5 min) mit den Enzymen geachtet, um eine Zerstdérung dieser
Oberflachen-Strukturen zu verhindern. Nach dem Block der enzymatischen Aktivitat durch
10 % FKS in PBS wurde mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mittels
Zellzahler (Coulter Counter) gezahlt und mit PBS-B eine Zelldichte von 1x 10%/ml eingestellt.
Davon wurden jeweils 0,5 ml Zellsuspension in Falcon-Tubes pipettiert und 2 min mit
1300 U/min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand dekantiert, ca. 100 ul Flissigkeit
wurden belassen und das Zellpellet gut aufgeklopft. Fir jede Probe wurden mindestens

10.000 Zellen vermessen.

3.2.7.3  Nachweis von Bl-Integrin

Der Zellsuspension wurden 10 pl Anti-Integrin beta 1 FITC-konjugiert (ab 217, abcam) bzw.
10yl Isotyp  FITC-konjugiert (X0927, DAKO) hinzugefigt (AK-Mengen laut
Herstellerangaben), gevortext und 20 min unter Lichtausschluss bei RT inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 2 ml PBS-B wurden die Zellen in 0,5 ml PBS aufgenommen und
innerhalb 1 h unter Lichtausschluss mittels Durchflusszytometer (FACScan, Becton

Dickinson) vermessen.

Bei der durchflusszytometrischen Messung von Oberflachenantigenen erfolgte gleichzeitig
eine Farbung mit dem DNS-Interkalator Propidiumiodid (Pl), um avitale Zellen diskriminieren
zu kénnen und damit unspezifische, intrazelluldre Bindungen des Antikérpers von der
Auswertung auszuschlieBen. Dazu wurden nach dem Auswaschen des jeweiligen
Antikorperiberschusses, 10 upl (50 pug/ml) Pl-Lésung/Probe hinzugegeben und nach 10 min

Inkubation zum Vermessen mit PBS aufgefillt.

. Abb. 6: Dotplot aus Vorwartsstreulicht (FSC-Height)
=] und Fluoreszenzintensitat von Propidiumiodid im
Fluoreszenzkanal 3 (Empty).
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3.2.7.4 Nachweis von Zytokeratin 14

Zur durchflusszytometrischen Messung intrazellularer Strukturen erfolgte zunachst eine
Fixierung der Zellen mit 0,2 ml 2 % PFA/Probe fir 15 min bei 2 bis 8 °C. Durch Zugabe von
2 ml 0,2 % PBS-S/Probe und Vortexen konnten die Zellmembranen sanft permeabilisiert
werden. AnschlielRend wurden die Zellen 2x in 2 ml 0,1 % PBS-S gewaschen. Danach wurde
der Uberstand dekantiert, ca. 100 ul Flissigkeit wurden im Falcon belassen und das

Zellpellet gut aufgeklopft.

Fur die Anfarbung des intrazelluldren Zytokeratin 14 wurden je Probe 20 ul 1:10
vorverdunnter Anti-Cytokeratin 14-FITC (ab 9280) (2 yl Antikdrper + 18 pyl 0,1 % PBS-S)
bzw. 20 pl Isotyp (ab18391) zugegeben. Danach erfolgte eine Inkubation von 30 min bei RT
unter Lichtausschluss. Anschlieend wurde mit 2 ml 0,1 % PBS-S gewaschen und zur

Messung in 0,5 ml PBS resuspendiert.

Die Berechnung der spezifischen Antikérperbindung erfolgt wie in Kapitel 3.2.7.3

3.2.7.5 Apoptose-Test

Wahrend die Nekrose von Zellen zu Entziindungsreaktionen fiihrt, stellt die Apoptose die
physiologische Form des Zelltods dar. Im Fruhstadium der Apoptose bleibt die Zellmembran
zwar noch intakt, jedoch die Phospholipidverteilung &ndert sich. Phosphatidylserin (PS), das
sich auf der Innenseite der Plasmamembran befindet, wird an die Zelloberflache transportiert
und lasst sich dort mittels Annexin V (Ca®*-abhangiges, Phospholipid-bindendes Protein)
nachweisen. Durch Zweiparameter-Messung mit FITC-konjugiertem Annexin V und dem rot
fluoreszierenden DNA-Interkalator Propidiumiodid (Pl) kann zwischen vitalen, apoptotischen
und zellmembrangeschadigten (nekrotischen) Zellen unterschieden werden. Die Methode
wurde flr die Charakterisierung der drei Zellfraktionen, schnell-, langsam- und nicht-
adharent, und flr die vergleichenden Untersuchungen zur Toxizitat von Calcitriol, Calcipotriol
und Tacalcitol bei schnell-adharenten und langsam-adharenten Zellen genutzt. Die drei
Zellfraktionen aus der Kollagen-IV-Adharenz-Methode wurden wie in Kapitel 3.2.4

beschrieben isoliert.

Fir die Versuche zur Toxizitat der Vitamin-D3-Analoga wurden schnell-adharente und
langsam-adharente Zellen in 60-mm-Kulturschalen eingesat und bis zu einer Konfluenz von
50 % kultiviert. Die Zellen wurden mit Calcipotriol, Calcitriol und Tacalcitol ( 0 nM; 1 nM,;
100 nM; 10.000 nM) versetzt, fur 12 h, 24 h und 48 h inkubiert und anschlieflend fir die

weitere Praparation abgeerntet.
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Durchfiihrung

Zunachst wurde der Uberstand vollstéandig von den Zellen abgenommen und bei 1300 U/min
3 min zentrifugiert, um die darin enthaltenen Zellen zu gewinnen. Anschliel3end erfolgte die
Trypsinierung der adharent wachsenden Zellen. Diese Zellen wurden zusammen mit den
Zellen des Uberstandes in 2 ml PBS suspendiert und gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Resuspendierung in Inkubationspuffer. Nach der Zellzahlbestimmung mittels Beckman
Coulter Z2 (Zellzihler) wurden die jeweiligen Zellsuspensionen auf 1x 10° Zellen pro ml mit
Inkubationspuffer verdiinnt. Je 1x 10° Zellen wurden dann mit je 5 pl Annexin V und 10 pl
Propidiumiodid (50ug/ml) versetzt und fir 15 min im Dunkeln inkubiert. Zur Vermessung der
Proben wurde mit 400 pul Inkubationspuffer/Probe aufgefillt und bis zur
durchflusszytometrischen Zweiparameter-Messung unter Lichtausschluss aufbewahrt. Abb. 7
zeigt beispielhaft die Annexin- und PI-Signale der vermessenen Zellpopulation in einem

Dotplot mit logarithmischen Achsen. Die Auswertung erfolgte mittels Quadrantenanalyse.

Abb. 7: Dotplot mit Quadrantenanalyse Annexin V
(Annexin-FITC) und Propidiumiodid (DNA-PI).
A(-)/PI(-): vitale Zellen

A(-)/PI(+):  nekrotische Zellen
A(+)/PI(-):  apoptotische Zellen
A(+)/PI(+):  spéatapoptotisch/nekrotische Zellen

Durchflusszytometrie
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3.2.7.6  Zellzyklus-Analyse

Die Untersuchung beruht auf dem unterschiedlichen DNA-Gehalt der Zelle in den einzelnen
Zellzyklusphasen G0/G1, S, G2/M. Sowohl in der G1-Phase (Wachstumsphase) als auch in
der GO-Phase (Ruhephase) besitzen die Zellen einen diploiden Chromosomensatz (2n). In
der S-Phase (Synthesephase) variiert der DNA-Gehalt zwischen 2n und 4n. Durch die
Verdopplung des diploiden Chromosomensatzes bis zur G2 (Postsynthesephase)-Phase, ist
diese nicht von der M-Phase (Mitosephase) zu unterscheiden. Mit dem DNA-Interkalator
Propidiumiodid lasst sich die DNA anfarben und ihr Gehalt ist dabei proportional der

Propidiumiodid-Fluoreszenz.

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes der beiden Zellfraktionen (schnell-adharent und
langsam-adharente Zellen) erfolgte von unbehandelten Zellen als Kontrolle und unter dem

Einfluss von Calcitriol, Calcipotriol sowie Tacalcitol. Dazu wurden die Zellen mit der
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untoxischen Konzentration von 100 nM Substanz (siehe Kapitel 4.4) fur 24 h und 48 h

inkubiert und anschlieRend fir die Praparation abgeerntet.
Durchfiihrung

Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes von schnell-adhdrenten und langsam-adharenten Zellen
waren je Probe 0,5 — 1x 10° Zellen fiir die Messung notwendig. Diese wurden bei 1300 U/min
3min zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml
Zitronensaure/Tween-Losung resuspendiert und flir 15 min bei RT inkubiert. Nach der
Uberfihrung des Uberstandes in verschraubbare Zentrifugenréhrchen wurden diese 3 min
bei 1500 U/min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt und das Kern-Pellet
aufgeklopft. Unter sanftem Vortexen erfolgte die tropfenweise Zugabe von 2 ml -20 °C
kaltem Ethanol. Nach luftdichtem Verschluss mussten die Proben bis zur weiteren
Praparation mindestens 24 h bei 2 bis 8 °C aufbewahrt werden. Danach wurden die
Zellkerne im Ethanol aufgeklopft und wieder in Falcon Tubes Uberfihrt. Nach
3-min-Zentrifugieren bei 1500 U/min wurde der Uberstand dekantiert, kurz aufgeklopft und 2x
mit 2 ml 0,5 % Tween in PBS gewaschen. Anschliefiend erfolgte die Zugabe von 0,3 ml auf
37 °C temperierte RNase-Losung (1 mg/ml) bei RT. Nach einer Inkubationszeit von 10 min
wurden 0,3 ml PI-Lésung (100 pg/ml) dazugegeben und bei 4 °C unter Lichtausschluss

nochmals 10 min inkubiert. Danach erfolgte die Probenvermessung (Abb. 8).

Abb. 8: Beispiel-Histogramm des relativen DNA-
Gehaltes als FL2-Area  (Impuls-Flache  des
@ Fluoreszenzsignals) anhand der Farbung mit dem
o DNA-Interkalator Propidiumiodid.
diploider Chromosomensatz = 2n, doppelter diploider
2 Chromosomensatz = 4n; Durchflusszytometrie
g
L
o
0 2n 4n 1023
FLZ-Ares

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit Modfit LT (Verity Software House Inc).

3.2.8 Westernblot

Gegenuber der Durchflusszytometrie bietet diese Methode den Vorteil, nukledre Proteine
besser bestimmen zu kdnnen. Wahrend bei der Durchflusszytometrie die komplette Zelle nur
permeabilisiert wird, erfolgt beim Westerblot die Bestimmung aus Proteinlysaten. Nach der
Denaturierung erfolgt dann die Separierung nach Molekulargewicht durch Gelelektrophorese.

Dadurch sind die Proteine, vor allem auch nukledre, fur Antikdrper leichter zuganglich.
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Aufgrund dieses Vorteils wurde der Vitamin-D-Rezeptor mit Hilfe der Westernblot-Methode

nachgewiesen.
Probenmaterial

Fir die Versuche wurden drei verschiedene Zellchargen in schnell-adhdrente und
langsam-adharente Zellen aufgetrennt (siehe Kapitel 3.2.4). Zur Entfernung von etwaigen
Enzymresten der Abléseprozedur wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen.
Anschlielend wurden die Zellen mittels Coulter Counter gezahlt und die Zellsuspension auf
1x 10° Zellen /ml eingestellt. Nach Uberfiihrung von je 1ml Zellsuspension in ein
Eppendorff-GefaRk wurden diese bei 4000 U/min 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dann mit Pipette vollstandig abgesaugt und das Zellpellet (1x 10° Zellen/Probe) bis zur

Praparation bei -80 °C tiefgefroren.

Herstellung der Proteinlysate

Nach dem raschen Auftauen des Zellpellets erfolgte die Resuspendierung in RIPA-Puffer
(100 pl pro 1x 10° Zellen) in einem 1-ml-EppendorfgefaR. Das Zell-RIPA-Puffer-Gemisch
wurde far 15 bis 20 min auf Eis inkubiert und alle 5 min gevortext. Anschliefend wurde bei
4 °C 5 min bei 14000 U/min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues 1-ml-Eppendorfgefal
Uberfiihrt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin wieder in ein neues
1-ml-Eppendorfgefald gegeben und 1:1 mit Probenpuffer aufgefillt und gut gevortext, danach
im Wasserbad bei 94 °C 5 bis 10 min erhitzt. Vom gewonnenen Proteinlysat wurden 20 pl

abgenommen und der Rest bei —80 °C tiefgefroren.

Proteinmenge/Zellzahl

Die Bestimmung der Proteinmenge der schnell-adhdrenten und langsam-adharenten Zellen
erfolgte mit der Methode nach LOWRY mit dem Protein-Assay-Kit von Sigma Aldrich. Dabei
wurde die Proteinmenge der beiden Zellpopulationen fiir 1x 10° Zellen bestimmt (ca.
160-170 pg/1x 10° Zellen).

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der SDS-Elektrophorese werden Proteine ausschlieBlich auf der Basis ihrer Molmasse
voneinander getrennt. Die Inkubation mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) fluhrt zur Kompensation der unterschiedlichen Eigenladungen der einzelnen Proteine
und zur Denaturierung. Die resultierenden Komplexe zwischen Protein und SDS erhalten
durch die Sulfatgruppen eine gleichmallig verteilte negative Ladung. Thiolreagenzien

reduzieren die Disulfidbricken der Proteine und fuhren so zu langgestreckten
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Proteinmolekulen, wodurch die Unterschiede in der Tertiarstruktur der Proteine ausgeglichen

werden.

Das Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammel- und einem Trenngel. Um eine scharfere
Bandentrennung zu erreichen, wird Uber das Trenngel das Sammelgel gegossen. Die Matrix
im Sammelgel besitzt grélkere Poren und einen anderen pH-Wert als das Trenngel. Darin
wandern die Proteine schnell und ohne eine Auftrennung als scharfe Bande in einem Gebiet
hoher Feldstarke. Mit Erreichen der Grenzflache zum Trenngel wird ihre Geschwindigkeit

drastisch, und nun abhangig von der GroRRe, verringert.

Durchfiihrung

Zuerst wurde das Trenngel gegossen. Aufgrund der Molmasse von 48 kDa fiir den
Vitamin-D-Rezeptor wurde ein 12 %iges Trenngel gewahlt. Dieses wurde nach kurzem
Schwenken Luftblasen-frei zwischen die Glasplatten gegossen. Um eine glatte Oberflache
zu erhalten, wurde direkt Uber das Trenngel 500 pl 0,1 % SDS gleichmaflig geschichtet.
Nach einer Polymersationszeit von 30 min konnte die SDS-Lésung entfernt, das bereitete
Sammelgel vorsichtig bis zum Rand aufgegossen und der Kamm fir die Probentaschen

eingesetzt werden.

Zwischenzeitlich wurde die Elektrophoresekammer mit dem Anodenpuffer (ca. 500 ml) befullt
und nach der Polymersationszeit von 30 min konnte das Gel in der Elektrophoresekammer
platziert werden. Die innere Kammer wurde dann mit Kathodenpuffer (ca. 400 ml) befullt und
vorsichtig der Kamm entfernt. Anschlielend konnten 5 ul Sigmamarker (31,2; 35,8; 56,8;
65,1; 93,1; 115,6; 174,6 kDa) sowie 20 ul der jeweiligen Proben mit einer geeigneten Pipette

in die Geltaschen geflillt werden. Die Trennung erfolgte Uber Nacht bei 25 mA fir 17 h.

Tab. 6: Zusammensetzung der Gele

Sammelgel Trenngel 12 %
PAA 30 % (37,5:1) | 2,6 ml 8 ml
Gelpuffer 5,0 ml -
Aqua purificata 12,4 ml 1ml
APS 10 % 150 pl 150 pl
TEMED 20 pl 20 pl

Westernblot (semidry — ,Sandwich”-Verfahren)

Der Western Blot ist eine Methode, bei der elektrophoretisch aufgetrennte Proteine (siehe
SDS-PAGE) aus einem Trenngel Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld
eluiert und auf eine PVDF-Membran transferiert werden. Hierbei wird eine Kopie des Gels
produziert, wobei die Proteine an Nitrocellulose durch hydrophobe Wechselwirkungen

gebunden werden.
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Zunachst wurden Kathode und Anode des Elektroblotters gut mit Blotpuffer benetzt und die
PVDF-Membran mit Methanol 3 bis 4 min vorbehandelt. Nach kurzem Abspilen der
Membran mit Aqua purificata wurde diese bis zum Blotten einige Minuten in Blotpuffer
eingeweicht. Nachdem auf die Kathode drei Schichten Blotpuffer-durchtranktes
Gel-Blotting-Papier luftblasenfrei aufgebracht wurde, konnte das Trenngel der SDS-PAGE
aufgelegt und die PVDF-Membran ohne Luftblasen auf das Gel aufgelegt werden. Den
Abschluss der Blotanordnung bildeten drei Schichten mit Blotpuffer benetztes
Gel-Blotting-Papier. Nach Anschluss der Anode erfolgte der Transfer bei 150 mA innerhalb
von 2,5 h. AnschlieBend wurde die Membran kurz mit Waschpuffer abgespllt und die
Markerbanden nachgezeichnet. Um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu
blockieren, wurde die Membran 1 h bei RT in Blockpuffer unter Schiitteln inkubiert. Danach
wurde sie innerhalb von 15 min mehrmals mit Waschpuffer gewaschen. Fir die
Antikdrperinkubation wurden entsprechende Mengen des Primar-Antikérpers in 6 ml
Blockpuffer verdunnt und die Membran mit dieser Losung Uber Nacht (< 18 h) bei 4 °C in
einer Hybridierungsflasche inkubiert. Danach wurde 2x 10 min mit Waschpuffer gewaschen,
bevor die Inkubation mit dem Sekundar-Antikérper (Peroxidase-gekoppelt) bei RT fur 1 h
erfolgte. Nach drei Waschschritten erfolgte die Detektion der Enzym-markierten
Immunkomplexe. Dazu wurde die Membran nach Entfernung des Uberschissigen
Waschpuffers auf einer Saran-Folie platziert und das Substrat (ECL+) luftblasenfrei auf die
Protein-Membran pipettiert. Nach 1 min Inkubation konnte die Uberschussige (ECL+)-L6sung
entfernt und die Membran mit einer zweiten Saran-Folie ohne Lufteinschlisse abgedeckt
werden. Die Membran wurde dann sofort in die Expositionskassette eingelegt und nach
Auflegen des Films (unter Lichtausschluss) 10 min (Vitamin-D-Rezeptor) inkubiert.

Anschlie3end erfolgte die Filmentwicklung.
Strippen der PVDF-Membran

Da VDR (48 kDa) und die Ladekontrolle B-Actin (42 kDa) ein ahnliches Molekulargewicht
besitzen, mussten VDR und der entsprechende Sekundar-Antikbrper von der Membran
wieder entfernt werden (Strippen), um Uberlagerungen zu vermeiden. Hierzu wurde die
Membran mit einem Mercaptoethanol-haltigen Stripp-Puffer 2 h im Wasserbad bei 50 °C
inkubiert und dabei alle 10 min geschuttelt. Anschlielend wurde 3x mit Waschpuffer
gewaschen und nach einer Inkubation von 30 min mit Blockpuffer konnte die
Antikorperinkubation beginnen (siehe Westernblot). Jeder Blot wurde nacheinander mit zwei

Antikorpern inkubiert (VDR, Housekeeping-Protein Actin).
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Tab. 7: Antikdrper-Verdinnungen

Antikdrper Verdinnung/Konzentration
Primar-Ak 1:500 (1 pg/ml)
Ziege-anti-Human Vitamin-D-Rezeptor (polyklonal)

Sekundar-Ak 1:10.000

Pferd-anti-Ziege, Peroxidase-konjugiert

Primar-Ak 1:20.000

Maus-anti-Human Actin (monoclonal)

Sekundar-Ak 1:4.000

Schaf-anti-Maus Peroxidase-konjugiert

3.2.9 Vitalfarbung mit Gentianaviolett

Die Diskriminierung zwischen vitalen und avitalen Zellen beruht bei dieser Methode auf der
Fahigkeit lebender Zellen, adharent zu wachsen. Wahrend avitale Zellen im Medium flotieren
und sich vom KulturgefaRboden abldsen, haften vitale Zellen fest am Gefal3boden. Dieser
Versuch wurde fir die Erstellung von Wachstumskurven der beiden Zellpopulationen
schnell-adharent und langsam-adharent genutzt. Des Weiteren wurde diese Methode fur die
Untersuchung zur Toxizitat der Vitamin-D3-Analoga Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol an

den beiden Zellfraktionen genutzt.
Kulturbedingungen

Fur die Wachstumskurven wurden in eine 48er MTP je 24 Wells schnell-adharente Zellen
bzw. langsam-adharente Zellen mit 7000 Zellen/Well eingesat. Die Messwertaufzeichnungen
erfolgten mit je einer MTP alle 24 h vom zweiten bis zum siebten Kulturtag. Zunachst wurden
24 Einzelwerte je Zellfraktion pro Messung ermittelt. Unter Zugabe von Wirkstoff wurden je
12 Einzelwerte pro Zellfraktion mit und ohne Zugabe von 100 nM der einzelnen Wirkstoffe
bestimmt (Abb. 9).

. Kontrolle

100 nM

s-ad|s-ad [s-ad [s-adjj I-ad | |-ad | I-ad | I-ad

s-ad|s-ad |s-ad [s-adj I-ad | |-ad | I-ad | I-ad

s-ad|s-ad [s-ad [s-adjj I-ad | |-ad | I-ad | I-ad

Abb. 9: Inkubationsplan 48er Mikrotiterplatte Vitalfarbung zur Bestimmung des
Proliferationsverhaltens unter 100 nM Calcitriol, Calcipotriol, Tacalcitol bei schnell- (s-ad) und
langsam-adharenten (I-ad) Zellen
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Zur Untersuchung der Toxizitdt der drei Wirkstoffe wurden schnell-adharente und
langsam-adharente Zellen in 48er MTPs eingesat. Bei einem Konfluenzgrad von 40-50 %
erfolgte die Applikation von Calcipotriol, Calcitriol und Tacalcitol (0 nM; 0,1 nM; 1 nM; 10 nM;
100 nM; 1.000 nM; 10.000 nM) und anschlieende Inkubation (12 h; 24 h; 48 h) (Abb. 10).

s-ad|s-ad | s-ad |s-ad 0 nM
s-ad | s-ad | s-ad |s-ad 0,1 nM
s-ad | s-ad | s-ad |s-ad 1 nM
s-ad | s-ad | s-ad |s-ad 10 nM
s-ad | s-ad | s-ad [s-ad 100 nM
s-ad| s-ad | s-ad |s-ad 1.000 nM

10.000 nM

Abb. 10: Inkubationsplan 48er Mikrotiterplatte zur Toxizitatsbestimmung Calcitriol, Calcipotriol,
Tacalcitol bei schnell- (s-ad) und langsam-adharenten (I-ad) Zellen

Durchfiihrung

Zunachst erfolgte die Methanolfixierung der vitalen Zellen mit 400 ul/Well. Avitale, nicht
adharente Zellen wurden nach 20 min vorsichtig mit Leitungswasser abgespult. Danach
konnten die adharent wachsenden Zellen innerhalb von 10 min mit 200 pl 0,1%ige
ethanolischer Gentianaviolettldésung pro Well angefarbt werden. Nach Entfernung des
Uberschissigen Farbstoffs erfolgte die Zugabe von 200 yl 0,1 M Natriumcitratiésung pro
Well, um eine homogenisierte Farbldésung fir die Messung zu erhalten. Die Messung der

Absorption erfolgte bei 620 nm im Absorptionsreader.

3.2.10 [3H]-Thymidin-Einbau

Als DNA-Baustein wird radioaktivn markiertes Thymidin zur Bestimmung der
Zellwachstumsrate eingesetzt. Der Einbau von radioaktiv markierten Komplementarbasen
dient als MaR fur die Proliferation der Zellkultur. Fir diesen Versuch wurden in eine 24er
MTP je 12 Wells mit je 10.000 schnell-adharenten bzw. langsam-adharenten Zellen pro Well
eingesat. Durch die Bestimmungsgrenze dieser Methode war die Erfassung des
[*H]-Thymidins erst ab einer Konfluenz von ca. 30 % méglich. Aufgrund dessen erfolgten die
Messungen erst ab dem dritten Kulturtag. Die Messungen wurden alle 24 h Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen durchgefuhrt. Zunachst wurden 12 Einzelwerte je Zellfraktion pro
Messung ermittelt. Die Bestimmung erfolgte mit je 6 Einzelwerten pro Zellfraktion unter
Zugabe von 100 nM Wirkstoff bzw. ohne Wirkstoff (Abb. 11).
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s-ad|s-ad [s-ad } |-ad | I-ad | I-ad 100 nM

s-ad|s-ad [s-ad } |-ad | I-ad | I-ad

Abb. 11: Inkubationsplan 24iger Mikrotiterplatte zur Bestimmung des [*H]-Thymidin-Einbaus unter
100 nM Calcitriol, Calcipotriol, Tacalcitol bei schnell- (s-ad) und langsam-adhéarenten (I-ad) Zellen

Zur Detektion der Proliferation wurden dann je 0,5 puCi [*H]-Thymidin pro Well appliziert.
Nach 1h wurden das Medium abgesaugt, die Zellen gespllt, trypsiniert und mittels
.Cell-Harvester® geerntet. Die auf Filterblattchen haftenden Zellen wurden in
Szintillatorréhrchen Uberfihrt und nach 24 h konnte mit Hilfe von Szintillatorldsung ihre

Radioaktivitat im FlUssigkeitsszintillationszahler vermessen werden.

3.2.11 Koloniebildungseffizienz

Unter Koloniebildungseffizienz, auch als Colony forming efficiency (CFE) bezeichnet,
versteht man die Fahigkeit einzelner Zellen, Zellklone hervorzubringen. Nach Rheinwald und
Green [44] ist die Koloniebildungseffizienz die Ratio der Koloniezahl zur eingesaten Zellzahl.
Dieser Assay dient der Bestimmung der Proliferationskapazitat der einzelnen Zellen. Durch
eine sehr geringe, klonogene Zelleinsaat zeigt sich, welcher Prozentsatz der Zellen der
eingesetzten Zellpopulation in der Lage ist, zu proliferieren und Kolonien zu bilden. Dabei
sind die Anzahl und die GroRe der Kolonie maRgeblich fir die Beurteilung der

Proliferationskapazitat.
Kulturbedingungen

Fur die Untersuchungen wurden je 100 schnell-adharente bzw. langsam-adharente Zellen
pro 60-mm-Kulturschale mit 4 ml Medium eingesat. Mediumwechsel erfolgte alle drei Tage

und nach 14 Tagen wurde die Kultivierung beendet und die Kolonien wie folgt angefarbt.
Durchfiihrung

Zunachst wurde das Medium abgegossen und die vitalen Zellen mit 2 ml Methanol/Schale
20 min inkubiert. Anschlielend wurde das Methanol abgegossen und Reste mit
Leitungswasser sanft abgespult und ausgeklopft. Zur Anfarbung der Zellen wurden je 2 ml
0,1%ige ethanolische Gentianaviolettldsung/Schale aufgegeben. Nach 10 min wurde die
Uberschissige Farblésung vorsichtig, aber griindlich mit Leitungswasser heruntergespdilt. Im
Anschluss wurden die Schalen getrocknet und im Dunkeln aufbewahrt. Zur Auswertung

wurden die Kolonien ausgezahlt und vermessen. Um fir die Bestimmung der CFE mit
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einbezogen werden zu kénnen, mussten die Zellkolonien einen Mindestdurchmesser von 2

mm aufweisen (< 2mm = abortive Kolonien) [16].

Dazu wurden die Schalen mit einer Digitalkamera fotografiert. Die Vermessung der
KoloniegréRe und die Zahlung der Kolonien erfolgten mit Hilfe der Cell*R Imaging Software

for Life Science Microscopy (Olympus).

3.2.12 Statistik

Fur die statistische Ergebnisauswertung wurde SigmaStat 3.1 fir Windows verwendet. Bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurden die Unterschiede als statistisch
signifikant bezeichnet. Die Darstellung der Messergebnisse erfolgte anhand des Mittelwertes
und der Standardabweichung. Die Ergebnisgenerierung erfolgte anhand von mind. drei
unabhangigen Stichproben. Normalverteilte Populationen mit gleicher Varianz wurden mit
der einfachen Varianzanalyse getestet (post-hoc Vergleich mit dem Dunn-Test). Bei
Varianzinhomogenitat wurde der parameterfreie Kruskal-Wallis-Test (post-hoc mit dem
Dunnett-Test) angewendet. Zum Vergleich zweier Mittelwerte wurde der t-Test
herangezogen. Konnte dabei keine Normalverteilung bei beiden Datenreihen festgestellt

werden, wurde der parameterfreie Rangordnungstest nach Mann-Whitney durchgeflhrt.



4 Ergebnisse

4.1 Optimierung der
Kollagen-IV-Adharenz-Isolierung

4.1.1 Einfluss der Adhasionszeit an Kollagen IV auf die
schnell-adharente Zellfraktion

Fur die Anreicherung putativer epidermaler Stammzellen durch Adhasion an Kollagen IV ist
die Zeit, in der die Zellen an Kollagen IV binden kénnen, der selektive Schritt der Methode.
Zur lsolierung dieser Zellen als schnell-adharente Zellfraktion wurden drei Adharenzzeiten
und zwar 5, 10 und 20 min untersucht. Dazu erfolgte die durchflusszytometrische
Bestimmung der Expression des Stammzellmarkers (siehe Kapitel 2.1.5.1, 3.2.7.3) nach der
jeweiligen Inkubationszeit. Gleichzeitig wurde die Zahl der jeweils adharierenden Zellen
erfasst. Abb. 12 zeigt Zellzahl und B1-Integrinsignal der schnell-adharenten Fraktion nach
den einzelnen Adhasionszeiten. Mit zunehmender Adhéasionszeit steigt die Zahl
adharierender Zellen nahezu linear an. Im Vergleich zu 5 min hat nach 10 min schon die
2,6-fache Zahl Zellen an Kollagen IV gebunden. In dem nachfolgenden Zeitraum bis zur
Adhasionszeit von 20 min steigt die Zahl der Kollagen-lIV-adharenten Zellen nochmals um
den Faktor 2,4. Zellen, die innerhalb von 20 min adharieren, zeigen im Vergleich zu Zellen,
die innerhalb von 5 bzw. 10 min an Kollagen IV adharieren kénnen, eine signifikante
Verminderung der Intensitat des p1-Integrinsignals. Zwischen den Adharenzzeiten 5 und
10 min besteht kein signifikanter Unterschied. Auf Grund dieser Ergebnisse wurden fur alle
weiteren Versuche zur Gewinnung schnell-adharenter Zellen als Stammzellfraktion 10 min

als Adhéasionzeit definiert.

49
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Abb. 12: Einfluss der Adhéa-
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4.1.2 Bl-Integrin-Expression der Zellfraktionen der
Kollagen-IV-Adharenz-Methode

Nach der Abtrennung der schnell-adharenten Zellfraktion wurden als zweite und dritte
Zellfraktion nach 24 h langsam- und nicht-adharente Keratinozyten isoliert (siehe Kapitel
3.2.4). Mittels Durchflusszytometrie erfolgte dann die Erfassung der B1-Integrin-Expression

dieser drei Zellfraktionen (siehe Kapitel 3.2.7.3).

Abb. 13 =zeigt die p1-Integrinsignale der drei Fraktionen als d-MFI-Wert. Die
schnell-adharente Fraktion (d-MFI =281 + 92) besitzt ein fast doppelt so grolies
B1-Integrinsignal wie die langsam-adharente (d-MFI =155 + 31), wahrend die Fraktion

nicht-adharenter Zellen nur eine sehr geringe Expression von p1-Integrin (d-MFI = 28 + 15)

aufweist.
Abb. 13: Durchflusszytometrische
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o© *
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Abb. 14 zeigt ein reprasentatives Beispiel fir die deutliche Verschiebung der Maxima der
B1-Integrin-Expression zwischen den einzelnen Zellfraktionen. Dabei ist erkennbar, dass die
Streuung des B1-Integrin-Signals der langsam- und schnell-adharenten Zellen im Gegensatz

zur schnell-adharenten Zellfraktion breiter ist.
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Abb. 14. Repréasentativer
Histogramm-Overlay einer
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schnell-adhérent

(rote Linie),
langsam-adhérent (griine
Linie) nicht-adh&rent (blaue
Linie)

Isotyp-Kontrolle (rote

o z 3
10 1|:|. 10 10* F/éche).
FL1-Height
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4.1.3 Annexin/Propidium-Messung bei den Zellfraktionen der
Kollagen-lIV-Adharenz-Methode

Die hier aufgefiihrten durchflusszytometrischen Daten zeigen die Verteilung von vitalen und
avitalen Zellen in der jeweiligen Fraktion nach der Kollagen-IV-Isolierung. Dabei kann mittels
Zwei-Parameter-Messung mit Annexin V und Propidiumiodid bei den avitalen Zellen

zwischen Apoptose und Nekrose unterschieden werden (siehe Kapitel 3.2.7.5).

Abb. 15: Durchflusszytometrische
100 % Messung von Annexin V (A) und
= 80 - Propidiumiodid (PI) an der schnell-
S, * (s-ad), langsam- (I-ad) und nicht-ad-
< 60 - harenten (n-ad) Zellfraktion nach der
S Isolierung mit Kollagen-IV.
D 40 - Relative Werte entsprechen dem Anteil
N * an der Gesamtpopulation. Werte
T 20 wurden  mittels  Quadratenanalyse
= * * ermittelt.
0- — A(-)/PI-):  vitale Zellen
AG)/PI(-) A(+)/PI(-) A(+)/PI(+) A(+)/P/(—).' apoptotische Zellen
A(+)/PI(+):  spétapoptotisch/
|Bs-ad Ml-ad On-ad| nekrotische Zellen

* = signifikant vs.s-ad; p < 0,05, n = 3;
einfache Varianzanalyse (Dunn-Test)

In Abb. 15 werden die drei gewonnenen Zellfraktionen schnell-, langsam- und nicht-adharent
in Bezug auf den prozentualen Anteil vitaler [A(-)/PI(-)], apoptotischer [A(+)/PI(-)] sowie
nekrotisch/spatapoptotischer Zellen [A(+)/PI(+)] einander gegenibergestellt. Es ist zu
erkennen, dass rein apoptotische [A(+)/PI(-)] Zellen generell nur einen sehr geringen Teil
ausmachen. Allein die nicht-adharente Zellfraktion besitzt mit 8 % apoptotischen Zellen einen
signifikant erhdéhten Anteil gegeniber den beiden anderen Fraktionen. Das Diagramm zeigt

auch, dass die nicht-adharente Zellfraktion groRtenteils (64 %) avitale Zellen in der
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Spatapoptose bzw. Nekrose enthalt. Nur 26 % der Fraktion sind vital. Die schnell-adharente

und langsam-adhéarente Zellpopulation bestehen dagegen zu Gber 80 % aus vitalen Zellen.

4.1.4 Proportionen der Zellfraktionen der
Kollagen-IV-Adharenz-Methode

Fur die Planung der nachfolgenden Untersuchungen war es notwendig, die Ausbeute der
jeweiligen Zellpopulation nach der Kollagen-IV-Adharenz-Isolierung zu ermitteln. Hierflr
wurden die avitalen Zellen mittels der Lebend-Tot-Farbung (mit Tyrode-Eosin-Ldsung)
diskriminiert.

Abb. 16: Prozentualer Anteil der drei

= 100 Kollagen-IV-isolierten  Zellfraktionen

S schnell-adhérent  (s-ad), langsam-

= 5 80 adhéarent (l-ad) und nicht-adhéarent

g = (n-ad) an der vitalen Gesamt-
c 5 60 population.

=2 * Nach der Kollagen-1V-Isolierung erfolgte

S 3o 40 ] die Zellzahlbestimmung mit Fuchs-

2 IS Rosenthal-Kammer unter Diskriminierung

® 20 avitaler Zellen mittels Tyrode-Eosin-

8 Farbung. Die relativen Werte beziehen

0 sich auf die vitale Gesamtpopulation

) ) ) basaler Keratinozyten (entspricht 100 %).

s-ad l-ad n-ad * signifikant vs. s-ad; p < 0,05, n=17;

einfache Varianzanalyse (Dunn-Test)
Abb. 16 zeigt den Anteil der drei Zellfraktionen von der vitalen Gesamtpopulation der basalen
Keratinozyten. Dabei entsprechen schnell-adharente Zellen durchschnittlich 29 % der
Gesamtpopulation. Die zweite proliferationsfahige langsam-adharente Zellfraktion weist eine
signifikant hohere Ausbeute von durchschnittlich 37 % auf. Nicht-adharente Zellen liegen bei
34 % Ausbeute. Diese Daten wurden aus Kollagen-IV-Isolierungen mit 17 verschiedenen
Zellchargen generiert. Die Zellchargen selbst wurden meist aus mehreren Spendervorhauten
gepoolt. Trotz dieser Variation trat zwischen den Chargen teilweise eine relative hohe
Differenz bei der Zellausbeute der einzelnen Zellfraktionen auf. Dies spiegelt sich in den
relativ hohen Standardabweichungen wieder. Bei schnell-adharenten Zellen zeigten sich

dabei beispielsweise Schwankungen zwischen 20-35 % in Abhangigkeit vom Zellpool.

4.2 Proliferationsverhalten schnell- und
langsam-adharenter Zellen

Da die Adharenzfahigkeit eine Voraussetzung fir die Kultivierbarkeit von Keratinozyten ist,

wurde die dritte, nicht-adharente Zellfraktion der Kollagen-IV-Isolierung fir weitere Versuche
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ausgeschlossen. Nachfolgend wurden ausschlieRBlich die schnell- und die

langsam-adharente Zellfraktion untersucht.

4.2.1 Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse der schnell- und der langsam-adharenten Zellfraktion erfolgte
unmittelbar nach der Kollagen-IV-Auftrennung. Damit wurde der Proliferationsstatus der
Zellen detektiert, von dem aus sie zu Beginn der Versuche Vitalfarbung mit Gentianaviolett
(siehe Kapitel 4.2.2), [°*H]-Thymidin-Einbau (siehe Kapitel 4.2.3) und Fahigkeit zur
Koloniebildung (siehe Kapitel 4.2.4) starteten.

Abb. 17 zeigt den jeweiligen prozentualen Anteil der schnell-adhdrenten bzw.
langsam-adharenten Fraktion in den Zellzyklusphasen G1/G0, S und G2/M. Signifikante
Unterschiede zwischen beiden Zellfraktionen sind in der Ruhephase (G1/G0) sowie in der
Synthese-Phase (S) zu erkennen. Die langsam-adhdrente Fraktion weist in der
G1/G0-Phase im Vergleich zur schnell-adharenten einen um ca. 20 % hdheren Zellanteil auf.
Die schnell-adhdrente Fraktion zeigt hingegen die entsprechend groRere Zellzahl in der

S-Phase. Die Mitose-Phase (G2/M) ist bei beiden Zellfraktionen gleich gering ausgepragt.

Abb. 17:  Zellzyklusanalyse von
schnell-adhé&renten (s-ad) und
100 langsam-adhérenten (I-ad) Zellen nach
S 80 Kollagen-IV--Isolierung.
= —_— Durchflusszytometrische Messung des
< 60 * DNA-Gehalts ~ durch  Férbung  mit
N Propidiumiodid; relative Werte zeigen
@ 40 - prozentualen Anteil der Zellen in der
N Jjeweiligen Zellzyklusphase.
© 20 * = signifikant s-ad vs. l-ad in der
jeweiligen Zellzyklusphase; p < 0,05;
0 - n = 3; Test nach Mann-Whitney
G1/GO S G2/M

4.2.2 Bestimmung des Zellwachstums mittels Vitalfarbung

Uber die Farbung des Gesamtproteins adharent wachsender Zellen mit Gentianaviolett kann
indirekt eine Aussage uber die Proliferation der Zellen getroffen werden (siehe Kapitel 3.2.9).
Diese Methode wurde hier genutzt, um sich einen ersten Uberblick iber das Wachstum von

schnell-adharenten und langsam-adharenten Zellen zu verschaffen.

Die dargestellten relativen Werte in Abb. 18 beziehen sich auf den absoluten Ausgangswert
der schnell-adharenten Zellfraktion von der ersten Messung (am zweiten Kulturtag). Dieser
wurde 100 % gesetzt.
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Fir diesen Versuch wurden in eine 48er MTP in je 24 Wells schnell-adharente Zellen bzw.
langsam-adhéarente Zellen eingesat. Bei gleicher Zelleinsaatmenge zeigt die
schnell-adharente Fraktion im Vergleich zur langsam-adharenten jedoch schon ab dem
dritten Kulturtag eine signifikant hdhere Zellzunahme. Im gesamten Versuchszeitraum lag die
Zahl der langsam-adharenten Zellen 5-26 % unter der der schnell-adhdrenten Zellen. Bei
Versuchsende war die Differenz am grof3ten. Zu diesem Zeitpunkt (Kulturtag 7) hatte die

schnell-adharente Zellfraktion einen Konfluenzgrad von etwa 90-100 % erreicht.

800 Abb. 18: Wachstumskurven von
* schnell-adharenten (s-ad) und
< 600 —— | langsam-adharenten (l-ad) Zellen
= mittels Vitalfarbung mit Gentiana-
T 400 violett innerhalb von 7 d.

© * x Nach Kollagen-1V-Isolierung Einsaat
$ 200 — von 7x 10° Zellen/Well in 48er
Mikrotiterplatten, erste Messung am
0 - zweiten Tag der Kultur, relative
2 3 4 5 6 7 Werte bezogen auf Absolutwert der
Kultivierungszeit [d] schnell-adhérenten  Fraktion am

ersten Messtag (entspricht 100 %).
* signifikant s-ad vs. l-ad; p < 0,05;

n =3 (jeweils 24 Einzelwerte pro
Messung); Test nach Mann-Whitney

4.2.3 [*H]-Thymidin-Einbau

Im Gegensatz zur Vitalfarbung kann Uber die Inkorporierung von DNA-Bausteinen eine
direkte Aussage zur DNA-Synthese-Aktivitat (S-Phase) gemacht werden (siehe Kapitel
3.2.10). Fir diesen Versuch erfolgte die Einsaat pro Zellfraktion in je 12 Wells einer 24er
MTP. Abb. 19 zeigt relative Werte bezogen auf den Absolutwert der schnell-adharenten
Fraktion an Kulturtag 3. Schon bei dieser ersten Messung lasst sich zwischen
schnell-adharenter und langsam-adharenter Zellfraktion ein signifikanter Unterschied
erkennen, welcher mit steigender Kulturdauer wachst. Im Versuchszeitraum liegt der Einbau
der DNA-Base der langsam-adhéarenten nur 32-72 % unter der DNA-Synthese-Aktivitat der
schnell-adharenten Fraktion. Am sechsten Kulturtag ist dieser Unterschied am grof3ten. Am
Versuchsende (Kulturtag 7) jedoch ist keine signifikante Differenz mehr zwischen beiden
Zellfraktionen vorhanden. Zu diesem Zeitpunkt hatte die schnell-adhdrente Zellfraktion einen

Konfluenzgrad von etwa 90-100 % erreicht.
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2500 Abb.19: Wachstumskurven von

; % schnell-adhérenten (s-ad) und

-_g < 2000 - — Iangsamadhérente_n_ (I_-ad) _ZeIIen

= = 1500 - mittels [3H]-Thymidin-Einbau inner-
=3 halb von 7 d.

= 2 1000 - * Nach Kollagen-IV-Isolierung Einsaat

'I;"U_J 500 1 % — von 10x 10° Zellen/Well in 24er

o, — Mikrotiterplatten, erste Messung am

0 - dritten Tag der Kultur, relative Werte

3 4 5 6 7 bezogen auf  Absolutwert der

schnell-adhérenten Fraktion am ersten

Kultivierungszeit [d] Messtag (entspricht 100 %).
* signifikant s-ad vs. l-ad, p < 0,05;
n=3 (jeweils 12 Einzelwerte pro

Messung), Test nach Mann-Whitney

4.2.4 Koloniebildungseffizienz und Koloniegrof3e

Die Bestimmung der Koloniebildungseffizienz (Colony forming efficiency-CFE) ermdglicht
Aussagen Uber Regenerationsfahigkeit und Proliferationskapazitat einer Einzelzelle. Abb. 20
zeigt das Kolonienwachstum der beiden Zellfraktionen nach 14 Tagen. Es ist deutlich zu

erkennen, dass schnell-adharente Zellen gréRere Kolonien in hdherer Zahl erzeugen.

2 T
4 4 Py

',‘ viae,

Abb. 20: Reprasentative
'. Darstellung von Zellkolonien
schnell-adharenter (s-ad) und
.‘. langsam-adharenter (lI-ad) Zel-
L
L

s-ad
'

len.

Nach Kollagen-IV-Isolierung Ein-
saat 100 Zellen/Kulturschale; nach
14d Kultur Vitalfarbung  mit
Gentianaviolett, Ergebnis eines
l-ad Versuchs mit je 3 Einzelwerten.

/

®
«
o

Abb. 21 zeigt die relativen Werte der Koloniebildungseffizienz. Es ist ersichtlich, dass von
100 schnell-adharenten Zellen durchschnittlich elf in der Lage waren, eine Kolonie zu bilden.
Dagegen besitzen von der langsam-adharenten Fraktion nur durchschnittlich sechs von
100 Zellen diese Fahigkeit. Die Koloniebildungseffizienz von schnell-adharenten Zellen ist

demnach im Mittel fast doppelt so hoch wie bei langsam-adharenten Zellen.
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Abb. 21: Koloniebildungseffizienz
20 (CFE %) von schnell-adhérenten
(s-ad) und langsam-adhéarenten
(I-ad) Zellen nach 14 d.
Vermessung und Zéahlung der Kolonien
anhand digitaler Aufnahmen mit Hilfe
* Cell*R Imaging-Software. Berechnung
der  Koloniebildungseffizienz  unter
Ausschluss abortiver Kolonien (Durch-

[ERN
a1

CFE [%]
[EEN
o
|

5 1
messer < 2 mm).
CFE = Ratio aus Koloniezahl und
0 - eingeséter Zellzahl x 100 % [44].
s-ad l-ad * signifikant vs. s-ad; p < 0,05, n=5
(jeweils 3 Einzelwerte pro Messung);
t-Test

Die KoloniegroBe bietet ebenfalls eine Mdoglichkeit zur Einschatzung der
Proliferationskapazitat der Einzelzelle. Dadurch lassen sich Riickschlisse auf die Anzahl der
moglichen Zellteilungen pro Einzelzelle ziehen. Abb. 22 zeigt den durchschnittlichen
Durchmesser pro Kolonie. Schnell-adharente Zellen besitzen im Mittel eine Groflte von 9 mm
und langsam-adharente von 7 mm. Dies entspricht einem Unterschied im durchschnittlichen
Kolonie-Durchmesser von ca. 20 %. Im Vergleich zur Koloniebildungseffizienz ist hier der

Unterschied zwischen beiden Zellfraktionen nicht so stark ausgepragt.

Abb. 22: Koloniedurchmesser
(mm) von schnell-adharenten (s-ad)
und langsam-adharenten (I-ad) Zel-
15 - len nach 14 d.

Vermessung der Kolonien anhand
digitaler Aufnahmen mit Hilfe Cell"R
10 A * Imaging-Software, Berechnung der
Koloniebildungseffizienz  unter Aus-
5 | schluss abortiver Kolonien (Durch-
messer < 2 mm).

* signifikant vs. s-ad; p < 0,05, n=5
0 - (jeweils 3 Einzelwerte pro Messung);
t-Test

20

Kolonie-Durchmesser [mm]

4.3 Phanotypische Eigenschaften schnell- und
langsam-adharenter Zellen

4.3.1 Zytokeratin 14

Als weiteren Marker zur Charakterisierung der beiden Zellpopulationen wurde Zytokeratin 14
(CK-14), das Zytoskelettprotein basaler Zellen, genutzt. Die Bestimmung erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 3.2.7.4). Die hier dargestellten d-MFI|-Werte des basalen

Zytoskelettproteins wurden aus drei unabhangigen Messungen generiert. Abb. 23 zeigt, dass
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beide Zellpopulationen dieses Zytokeratin besitzen, allerdings bestehen zwischen schnell-

und langsam-adharenten Zellen keine signifikanten Unterschiede.

Abb. 23:  Durchflusszytometrische

100 Bestimmung des  Zytokeratin-14-
. (CK14)-Signals (d-MFI) bei schnell-
< 80 adharenten (s-ad) und langsam-
A adhéarenten (I-ad)  Zellen nach
S 60 Kollagen-IV-Isolierung.
= nicht signifikant, p < 0,097, n = 3 (jeweils
s 40 3 Einzelwerte pro Messung); t-Test
o
20
0 _
s-ad l-ad

4.3.2 ZellgroRe und Zellgranularitat

GroRe und Granularitdt einer Zelle konnen Hinweise auf ihren Reifegrad bzw. ihre
Proliferationskapazitat geben (siehe Kapitel 2.1.5.2). Aufgrund dessen wurden die
durchflusszytometrischen Daten von Forward scatter (FSC) und Sideward scatter (SSC) zum
Vergleich der beiden Zellpopulationen, schnell-adhdrent und langsam-adhéarent, als
Parameter herangezogen (siehe Kapitel 3.2.7). Hierbei handelt es sich um relative Werte,
bezogen auf den Absolutwert der schnell-adharenten Zellfraktion (entspricht 100 %). Die in
Abb. 24 dargestellten relativen Werte wurden aus vier unabhangigen Messungen generiert.
Bei FSC (Zellgréfe) und SSC (Zellgranularitat) zeigt die Darstellung zwischen schnell- und
langsam-adharenten Zellen signifikante Unterschiede. Die Differenz zwischen langsam- und
schnell-adharenter Zellfraktion betragt bei der Zellgranularitat ca. 20 %, wahrend bei der

ZellgréRe der Unterschied zwischen beiden Zellpopulationen nur bei 8 % liegt.

Abb. 24: Durchflusszytometrische
Bestimmung von ZellgroRe (FSC)
und Zellgranularitat (SSC) bei
schnell-ad-hérenten  (s-ad) und
langsam-adhéarenten (l-ad) Zellen
nach Kollagen-VI-Isolierung.

Relative Werte bezogen auf Absolutwert
der schnell-adhédrenten Fraktion (ent-
spricht 100 %).

* signifikant vs. s-ad; p < 0,05 n=4
(jeweils 3 Einzelwerte pro Messung);
FSC SSC t-Test

Hs-ad B I-ad

Abb. 25 zeigt die lineare Haufigkeitsverteilung der FSC- und SSC-Signale beider Fraktionen.
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o

Das FSC-Signal Iasst bei langsam-adharenten Zellen eine bimodale Verteilung erkennen,

wahrend schnell-adharente Zellen eine eher gleichformige Streuung bei kleineren Werten
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aufweist. Aufgrund dieser abweichenden Verteilungsmuster ist der Unterschied zwischen
schnell- und langsam-adharenten Zellen bei FSC nicht so groRR. Das SSC-Signal zeigt bei
beiden Zellpopulationen ein ahnlich geringes Streuungsverhalten bei unterschiedlichen

Maxima. Hier tritt dadurch ein groRerer Unterschied hervor.

400 400
o 300 - o 300
(] (]
2 2
> 200 - S 200 -
o et
Y 100 | W 400 |
0 - \ 0 - ‘
0 100 200 300 0 100 200 300
FSC SSC

Abb. 25: Reprasentative histographische Darstellung von FSC- und SSC-Signal bei

schnell-adhé&renten (s-ad) (rot) und langsam-adhéarenten (I-ad) Zellen (schwarz).
Durchflusszytometrie

4.3.3 Nachweis des Vitamin-D-Rezeptors

Die Voraussetzung fur die nachfolgenden Untersuchungen war der Nachweis des nukledren
Vitamin-D-Rezeptors. Die Hauptwirksamkeit von Calcitriol, Calcipotriol sowie Tacalcitol

beruht auf der Existenz dieses Rezeptors.

— 1746 | Abb.26: Nachweis der Vitamin-D-Rezeptor-(VDR)-
" | Expres-sion bei schnell-adharenten (s-ad) und
— 115.6 | langsam-adharenten Zellen (l-ad) nach der Kollagen-IV-
’ Isolierung mittels Westernblot.
— 93,1 | Nach der Detektion des Vitamin-D-Rezeptors wurde die
PVDF-Membran gestrippt (Entfernung des Antikérpers).
Danach erfolgte die Inkubation der Membran mit
— 65,1 | Ladekontrolle p-Actin; VDR ca. 48 kDa, B-Actin ca. 42 kDa,
— 56,8 | Detektion mit ECL-Reagenz.

VDR [ n=3

R-Actin s s
— 358

— 312
s-ad |-ad

Abb. 26 =zeigt reprasentativ eine von drei unabhangigen Westernblotanalysen. Als
Ladekontrolle diente das Housekeeping-Protein B-Actin. VDR und B-Actin wurden aufgrund
ahnlichen Molekulargewichts nacheinander auf identischer Membran nachgewiesen (siehe
Kapitel 3.2.8). In Abb. 26 wurden die beiden Banden nun zusammen dargestellt. Der Blot
des Vitamin-D-Rezeptors prasentiert eine starkere Bande bei schnell-adharenten Zellen im

Vergleich zur langsam-adharenten Zellfraktion.
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4.4 Toxizitat der Vitamin-D3-Analoga auf
epidermale Stammzellen und deren transient
amplifizierende Tochterzellen

Basierend auf der verwendeten anerkannten Isolierungsmethode mit Kollagen IV (Kapitel
4.1) sowie der Analyse der beiden Zellfraktionen (Kapitel 4.2 und 4.3) kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei der schnell-adharenten Fraktion um Zellen des
Stammzellphdnotyps handelt und die langsam-adharente Fraktion Tochterzellen mit
hdéherem Reifegrad reprasentiert. Daher werden in den nun folgenden Kapiteln die Termini
.epidermale Stammzelle (eSZ)* und ,transient amplifizierende Tochterzelle (TAZ)"

verwendet.

Um eine nicht zellschadigende Wirkstoffkonzentration fur die weiterfUhrenden Versuche
auswahlen zu konnen, wurde fir Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol ein breites
Konzentrationsspektrum (0,1 bis 10.000 nM) untersucht. Mit Hilfe der Vitalfarbung mit
Gentianaviolett (siehe Kapitel 3.2.9) und der durchflusszytometrischen Bestimmung von
Annexin V und PI (siehe Kapitel 3.2.7.5) wurden der toxische und nicht toxische Bereich fir
die drei Wirkstoffe bestimmt. Dabei erfolgte auch ein Vergleich der Vitalitdt der beiden

Zellfraktionen im toxischen Bereich.

4.4.1 Untersuchung der Toxizitat mittels Vitalfarbung

Wie in Kapitel 3.2.9 beschrieben, erfolgte die Wirkstoffinkubation fir diesen Test bei
epidermalen Stammzellen (eSZ) sowie transient amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) bei
einer 40-50 %igen Konfluenz. Sowohl bei eSZ als auch bei TAZ zeigt der Vitaltest in Abb. 27
bei allen drei Wirkstoffen ab einer Konzentration von 1.000 nM ein signifikantes Absinken der
vitalen adharent wachsenden Zellen. Die toxischen Effekte treten dabei in Abhangigkeit von

Wirkstoff und Zellfraktion zwischen Inkubationszeiten von 24 und 48 h auf.
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Epidermale Stammzellen (eSZz) Transient amplifizierende Zellen (TAZ)
150 150
=) *% =)
. 100 - * 2. 100 - * %
g AR *
8 50 - 8 50 *
S S
0 A 0-
0 0,1 1 10 100 1000 10000 0 0,1 1 10 100 1000 10000
Calcitriol [nM] Calcitriol [nM]
@12 h W24 h B48h] W12 h @24 h B48h]
150 150
<y 3 *
=100 - <100 - T
g g
£ 50 £ 50 *
S S
0 A 0 -
0 0,1 1 10 100 1000 10000 0 0,1 1 10 100 1000 10000
Calcipotriol [nM] Calcipotriol [nM]
@m12h @24h @48h) m12h O024h @48h)
150 150
2. 100 - * S
g * g
£ 50 g
S S
O -
0 0,1 1 10 100 1000 10000 0 0,1 1 10 100 1000 10000
Tacalcitol [nM] Tacalcitol [nM]
[B12h 024 h @48 h] m12h 024 h @48 h]

Abb. 27: Vitalitat von epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient amplifizierenden
Tochterzellen (TAZ) unter Exposition von Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol (0,1; 1; 10;100;
1.000 und 10.000 nM) nach 12, 24 und 48 h im Vergleich zur Kontrolle (0 nM).

Die Wirkstoffinkubation erfolgte bei 40-50 % Konfluenz. Relative Werte beziehen sich auf den
Absolutwert der Kontrolle der jeweiligen Zellfraktion zum jeweiligen Inkubationszeitraum. Bezugswert
wurde gleich 100 % gesetz. Vitalfédrbung mit Gentianaviolett.

* signifikant vs. 0nM eSZ bzw. TAZ zur jeweiligen Inkubationszeit; p < 0,05; n=3 (jeweils 6
Einzelwerte pro Konzentration); einfache Varianzanalyse (Dunn-Test)

In der weiteren Auswertung erfolgte der direkte Vergleich der Vitalitat der beiden
Zellfraktionen unter Exposition der zellschadigenden Konzentrationen 1.000 nM und
10.000 nM Wirkstoff. AuRer bei 1.000 nM Calcitriol zeigt sich in Abb. 28 deutlich, dass eSZ

unter Wirkstoffexposition eine signifikant hohere Vitalitdt besitzen als TAZ. Dieser
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Unterschied ist zeitabhangig. Die toxischen Effekte sind bei Calcitriol nach 24 h, bei

Tacalcitol und Calcipotriol nach 48 h in beiden Zellfraktionen gleich.

1.000 nM 10.000 nM
150 150
*
= ——t— * = *
=100 - ; — 100 —F
g g
g 50 S 50
> >
0 - 0 -
12 h 24 h 48 h 12 h 24 h 48 h
1000 nM Calcitriol 10000 nM Calcitriol
BeSZHATAZ BeSZHATAZ
150 150 *
* . N
=) —_——— <
£ 100 - 2. 100 - —*
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S 50 - S 50
- - i
0 - \ 0 -
12 h 24 h 48 h 12 h 24 h 48 h
1000 nM Calcipotriol 10000 nM Calcipotriol
HeSZOTAZ bDeSZOTAZ
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Abb. 28: Vergleich der Vitalitat von epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) unter Expostion mit 1.000 und 10.000 nM Calcitriol,
Calcipotriol und Tacalcitol nach 12, 24 und 48 h.

Die Wirkstoffinkubation erfolgte bei 40-50 % Konfluenz. Relative Werte beziehen sich auf den
Absolutwert der Kontrolle der jeweiligen Zellfraktion zum jeweiligen Inkubationszeitraum. Bezugswert
wurde gleich 100 % gesetzt. Vitalféarbung mit Gentianaviolett.

* signifikant eSZ vs. TAZ zur jeweiligen Inkubationszeit; p < 0,05 n = 3 (jeweils 6 Einzelwerte pro
Konzentration); t-Test



62 ERGEBNISSE

4.4.2 Untersuchung der Toxizitat mittels Annexin V/PI-Messung

Die Zelltodcharakterisierung mit Hilfe der Annexin V/PI-Messung erfolgte nach Exposition
von 1, 100 und 10.000 nM Wirkstoff im Vergleich zur Kontrolle (0 nM). Der jeweilige Wirkstoff
wurde bei einer Konfluenz von 40-50% appliziert. Nach 12 h Wirkstoffinkubation (Abb. 29) ist
bei eSZ und TAZ unter 10.000 nM Calcitriol sowie Tacalcitol schon ein signifikanter Anstieg

spatapoptotisch/nekrotischer Zellen zu erkennen.
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Abb. 29: Zweiparameter-Messung Annexin V und Propidiumiodid nach 12 h zur Zelltod-
charakterisierung von epidermalen Stammzellen (eSzZ) und transient amplifizierenden
Tochterzellen (TAZ) unter Exposition mit 1, 100 und 10.000 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle (0 nM).

Die Wirkstoffinkubation erfolgte bei 40-50 % Konfluenz. Relative Werte entsprechen dem Anteil an
der Gesamtpopulation. Werte wurden mittels Quadratenanalyse ermittelt. Durchflusszytometrie.
A(-)/PI(-): vitale Zellen; A(+)/PI(-): apoptotische Zellen, A(+)/Pl(+): spétapoptotisch/nekrotische
Zellen

* signifikant vs.0 nM eSZ bzw. TAZ zur jeweiligen Inkubationszeit; p < 0,05; n=3 (jeweils 3
Einzelwerte pro Konzentration); Kruskal-Wallis-Test (Dunnett-Test)
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Des Weiteren zeigt sich unter 10.000 nM eine Erhéhung apoptotischer Zellen durch diese
beiden Substanzen. Mit Ausnahme der Calcitriol-behandelten eSZ-Fraktion ist diese
Erhdhung signifikant zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu lassen sich unter Calcipotriol weder
bei eSZ noch bei TAZ zellschadigende Effekte erkennen. Auch nach einer Inkubationszeit
von 24 h (Abb. 30) und 48 h (Abb. 31) zeigt Calcipotriol auf eSZ und TAZ keinen signifikant
toxischen Einfluss.
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Abb.30: Zweiparameter-Messung Annexin V und Propidiumiodid nach 24h zur
Zelltodcharakterisierung von epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient amplifizierenden
Tochterzellen (TAZ) unter Exposition mit 1, 100 und 10.000 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle (0 nM).

Die Wirkstoffinkubation erfolgte bei 40-50 % Konfluenz. Relative Werte entsprechen dem Anteil an
der Gesamtpopulation. Werte wurden mittels Quadratenanalyse ermittelt. Durchflusszytometrie.
A(-)/PI(-): vitale Zellen; A(+)/PI(-): apoptotische Zellen, A(+)/Pl(+): spétapoptotisch/nekrotische
Zellen

* signifikant vs.0 nM eSZ bzw. TAZ zur jeweiligen Inkubationszeit; p < 0,05, n=3 (jeweils 3
Einzelwerte pro Konzentration); Kruskal-Wallis-Test (Dunnett-Test)

Innerhalb des gesamten Inkubationszeitraums von 48 h beschrankt sich die Zellschadigung

durch Calcitriol und Tacalcitol bei beiden Zellfraktionen ausschlieRlich auf die Konzentration
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von 10.000 nM. Dabei nimmt der Anteil spatapoptotisch/nekrotischer Zellen im zeitlichen

Verlauf leicht zu, wahrend der apoptotische Anteil der Zellen leicht absinkt.
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Abb. 31:  Zweiparameter-Messung Annexin V und Propidiumiodid nach 48h zur
Zelltodcharakterisierung von epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient amplifizierenden
Tochterzellen (TAZ) unter Exposition mit 1, 100 und 10.000 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacacitol im Vergleich zur Kontrolle (0 nM).

Die Wirkstoffinkubation erfolgte bei 40-50 % Konfluenz. Relative Werte entsprechen dem Anteil an
der Gesamtpopulation. Werte wurden mittels Quadratenanalyse ermittelt. Durchflusszytometrie.
A(-)/PI(-): vitale Zellen; A(+)/PI(-): apoptotische Zellen, A(+)/Pl(+): spéatapoptotisch/nekrotische
Zellen

* signifikant vs.0 nM eSZ bzw. TAZ zur jeweiligen Inkubationszeit; p < 0,05; n=3 (jeweils 3
Einzelwerte pro Konzentration); Kruskal-Wallis-Test (Dunnett-Test)

Ein Vergleich der toxischen Wirkstoffeffekte zwischen €SZ und TAZ wurde aufgrund der
hohen Standardabweichungen bei der toxischen Konzentration von 10.000 nM nicht
durchgefiihrt. Ein Grund fir diese starke Streuung konnten Zellfragmente sein, die als
Endergebnis des Zelltods enstanden sind. Damit ist das zu untersuchende Zellmaterial

weniger homogen und dies beeinflusst das Messergebnis.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchung, dass alle drei Wirkstoffe bei einer
Konzentration von 100 nM keinerlei zellschadigende Effekte aufweisen. Aufgrund dessen

konnte diese Wirkstoffkonzentration fur die weiteren Versuche eingesetzt werden.

4.5 Proliferationsverhalten unter
Vitamin-D3-Analoga

Mit den nachfolgenden Experimenten sollte nun der Einfluss von Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol in einer Konzentration von 100 nM auf das Proliferationsverhalten von eSZ und
TAZ vergleichend untersucht werden. Dazu wurden die gleichen Methoden wie aus Kapitel

4.2 genutzt.

4.5.1 Bestimmung des Zellwachstums mittels Vitalfarbung

Diese Untersuchung wurde in 48er MTP durchgefihrt. Wie bei der Vitalfarbung in Kapitel
4.2.2 wurde die Kulturdauer auch fir diesen Versuch auf insgesamt sieben Tage beschrankt.
Am zweiten Kulturtag erfolgte die Wirkstoffinkubation (siehe Kapitel 3.2.9) sowie die erste
Vitalitdtsmessung als Bezugswert fur die nachfolgenden Messdaten. Der Bezugswert der

jeweiligen Zellfraktion wurde gleich 100 % gesetzt.

Schon nach 24 h Inkubationszeit lasst sich bei Calcitriol sowie Tacalcitol ein signifikanter
Unterschied zwischen exponierten Zellen (100 nM) und der Kontrolle (0 nM) erkennen. Im
Verlauf des Experiments nimmt die Zahl der unbehandelten Zellen kontinuierlich zu, bei eSZ
starker als bei TAZ. Aber auch die behandelten Zellen zeigen im Vergleich zu ihrem
Ausgangswert eine hohere Zellzahl. Bei beiden Zellfraktionen ist der Unterschied zwischen
exponierten und nicht exponierten Zellen am Ende des Experiments am groften. Calcipotriol
hingegen nimmt eine Sonderstellung ein. Unter Exposition dieses Wirkstoffs zeigt sich der
Unterschied zwischen exponierten Zellen und der Kontrolle erst nach 48 h. Unter Calcipotriol
ist am Ende des Versuchs nach 120 h Wirkstoffexposition kein signifikanter Unterschied
mehr zwischen Kontrolle und 100 nM Calcipotriol nachweisbar. Beide Zellfraktionen zeigen

ein adaquates Bild.
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Abb.32: Relative Zellzahl von epidermalen Stammzellen (eSzZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) unter Exposition von 100 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle (0 nM) innerhalb von 120 h.

Wirkstoffinkubation am zweiten Tag der Zellkultur Vitalfarbung mit Gentianaviolett; nach
Kollagen-IV-Isolierung Einsaat von 7x 10° Zellen/Well in 48er Mikrotiterplatten; erste Messung und
Wirkstoffinkubation am zweiten Kulturtag; relative Werte bezogen auf Absolutwert unbehandelter
Zellen am ersten Messtag (entspricht 100 % fiir eSZ bzw. TAZ).

* signifikant 0 nM vs. 100 nM; p < 0,05; n=3 (jeweils 12 Einzelwerte pro Messung); Test nach
Mann-Whitney

Um die prozentuale Wachstumsreduktion der behandelten eSZ und TAZ direkt miteinander
vergleichen zu kénnen, wurden die unbehandelten Zellen jedes Messzeitpunktes jeweils
gleich 100 % gesetzt. Abb. 33 zeigt, dass das Wachstum der beiden Populationen durch die
drei Vitamin-D3-Analoga um ca. 10-60 % reduziert wird. Calcitriol und Tacalcitol zeigen
ahnliche Dimensionen bei der Wachstumsreduktion. Hier lassen sich zwar signifikante
Unterschiede zwischen eSZ und TAZ erkennen, aber diese beruhen wahrscheinlich auf

ungleichmafig bewachsenen Wells. Hieraus Iasst sich keine valide Aussage ableiten.

Unter Calcipotriol findet eine Wachstumsreduktion von maximal 40 % statt. Der

wachstumsreduzierende Effekt erscheint damit gering im Vergleich zu Tacalcitol und
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Calcitriol. Auch hier sind keine signifikanten

erkennen.
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Abb. 33: Vergleich der relativen Zellzahl
von epidermalen Stammzellen (eSZ) und
transient amplifizierenden Tochterzellen
(TAZ) unter Exposition von 100nM
Calcitriol,  Calcipotriol und Tacalcitol
innerhalb von 120 h.

Relative Werte bezogen auf Absolutwert der
Kontrolle jedes Messzeitpunktes (entspricht
100 % fir eSZ bzw. TAZ); Vitalfarbung mit
Gentianaviolett

* signifikant eSZ vs. TAZ zur jeweiligen
Inkubationszeit; p <0,05; n=3 (jeweils 12
Einzelwerte pro  Messung);, Test nach
Mann-Whitney
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4.5.2 [*H]-Thymidin-Einbau

Fir diesen Versuch wurden die Zellen in 24er MTP ausgeséat. Die Messung von nukledrem
[*H]-Thymidin erfolgte analog Kapitel 4.2.3 innerhalb der ersten sieben Kulturtage. Die
Wirkstoffinkubation mit jeweils 100 nM fand am dritten Kulturtag statt (Kapitel 3.2.10). An
diesem Tag erfolgte auch die erste Messung unbehandelter Zellen als Bezugswert flir die
nachfolgend gewonnenen Messwerte. Der Bezugswert fur die jeweilige Zellfraktion wurde

gleich 100 % gesetzt.

Im Zeitraum von 48 h bis 72 h ist der Einbau von [°H]-Thymidin unter Wirkstoffexposition bei
eSZ und TAZ bei allen drei Wirkstoffen signifikant geringer als bei der jeweiligen Kontrolle
(Abb. 34). Die Reduktion des [*H]-Thymidin-Einbaus ist bei eSZ bis zu 72 h signifikant, bei
TAZ, mit Ausnahme bei Calcitriol, bis zu 96 h. Wahrend die DNA-Synthese der
unbehandelten Zellen der Fraktion der eSZ von 24 h bis 72 h kontinuierlich zunimmt, sinkt
diese Synthese nach 96 h bei Versuchsende stark ab. Die DNA-Syntheseleistung
wirkstoffinkubierter Zellen wird zwar reduziert, aber nicht vollstdndig gestoppt. Im zeitlichen
Verlauf steigt auch hier die Syntheserate im Vergleich zum Ausgangswert an. Dadurch ist bei
der eSZ-Fraktion nach 96 h die DNA-Synthese unbehandelter Zellen sogar signifikant
geringer als unter Wirkstoffexposition, mit Ausnahme bei Calcitriol. Bei den unbehandelten
Zellen der TAZ-Fraktion ist dieser Effekt nicht zu beobachten. Hier steigt die
S-Phase-Aktivitdt von unbehandelten sowie behandelten Zellen nach 96 h im Vergleich zu

72 h sehr stark an.
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Abb. 34: [3H]-Thymidin-Einbau bei epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) unter Exposition von 100 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle (0 nM) innerhalb von 96 h.

Nach Kollagen-IV-Isolierung Einsaat von 10x 10° Zellen/Well in 24er Mikrotiterplatten, erste Messung
sowie Wirkstoffinkubation am dritten Kulturtag; relative Werte bezogen auf Absolutwert unbehandelter
Zellen am ersten Messtag (entspricht 100 % fiir eSZ bzw. TAZ).

* signifikant O0nM vs. 100 nM; p < 0,05, n=6 (jeweils 1 Einzelwert pro Messung); Test nach
Mann-Whitney

Um das AusmaR der Reduktion des [°H]-Thymidin-Einbaus von e€SZ und TAZ direkt
miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die Kontrolle zum jeweiligen Messzeitpunkt gleich

100 % gesetzt (siehe Vitalfarbung 4.3.3.1).

In Abb. 35 lasst sich erkennen, dass es in der Reduktion des [*H]-Thymidin-Einbaus
innerhalb von 72 h zwischen eSZ und TAZ keinen Unterschied gibt. Beide Zellfraktionen
werden gleichermalien durch die drei Wirkstoffe in ihrer DNA-Synthese um ca. 15-70 % im

Vergleich zur Kontrolle reduziert. Vergleicht man beide Zellpopulationen nach 96 h
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miteinander, so lasst sich ein signifikanter Unterschied erkennen. Bei den behandelten eSZ

zeigt sich eine signifikant hdhere S-Phase-Aktivitat als bei den behandelten TAZ.
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Abb. 35: Vergleich des [3H]-Thymidin-
Einbaus von epidermalen Stammzellen (eSZz)
und transient amplifizierenden Tochterzellen
(TAZ) unter Exposition von 100 nM Calcitriol,
Calcipotriol und Tacalcitol innerhalb von
96 h.

Relative Werte bezogen auf Absolutwert der
Kontrolle jedes Messzeitpunktes (entspricht
100 % eSZ bzw. TAZ).

* signifikant eSZ vs. TAZ zur jeweiligen
Inkubationszeit; p < 0,05, n=6 (jeweils 1
Einzelwert pro  Messung); Test nach
Mann-Whitney
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4.5.3 Zellzyklusanalyse

Fur diese Untersuchung wurden die beiden Zellfraktionen in 250-ml-Kulturflaschen kultiviert.
Die Wirkstoffinkubation erfolgte am vierten Kulturtag bei einer Konfluenz von ca. 30-40 %.
Nach 24 und 48 h wurde die Zellzyklusanalyse durchgefuhrt. Exponierte Zellen und Kontrolle
der jeweiligen Zellfraktion wurden miteinander verglichen (Abb. 36). Die dargestellten Werte

zeigen die prozentuale Verteilung der Zellen in G1/G0-, S- und G2/M-Phase.
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Abb. 36:  Zellzyklus-Analyse epidermaler Stammzellen (eSZ) und transient amplifizierender
Tochterzellen (TAZ) unter Exposition von 100 nM Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol nach
24 h und 48 h im Vergleich zur Kontrolle (0 nM).

Wirkstoffinkubation am vierten Kulturtag (30-40% Konfluenz; durchflusszytometrische Messung des
DNA-Gehalts durch Farbung mit Propidiumiodid; relative Werte zeigen prozentualen Anteil der Zellen
in der jeweiligen Zellzyklusphase.

* signifikant 0 nM vs. 100nM; p < 0,05, n=3 (jeweils 3 Einzelwerte pro Messung), einfache
Varianzanalyse (Dunn-Test)
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In der G1/G0-Phase (Ruhephase) und in der S-Phase (Synthesephase) zeigen sich bei
beiden Zellfraktionen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und exponierten Zellen
(Abb. 36). In der G2/M-Phase (Mitosephase) ist wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraums kein signifikanter Wirkstoffeffekt festzustellen. Alle drei Substanzen

sind im Ausmalf ihrer Wirkung vergleichbar.

Die Wirkstoffexposition flr 24 h und 48 h zeigt eine signifikante Akkumulation von 9-22 % in
der G1/G0-Phase sowie die signifikante Reduktion der S-Phase-Aktivitat von 14-47 %.

Abb. 37: Vergleich von epidermalen
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Um den Effekt auf GO/G1-, S- sowie G2/M-Phase von e€SZ und TAZ direkt miteinander
vergleichen zu kénnen, wurden die Kontrollwerte zum jeweiligen Messzeitpunkt gleich 100 %
gesetzt (Abb. 37, Abb. 38, Abb. 39).

Zwischen den beiden Zellfraktionen wurden keine signifikanten Unterschiede in der G0/G1-
und S-Phase ermittelt. Nur unter Calcipotriol zeigen sich nach 24 h in der TAZ-Fraktion
signifikant mehr Zellen in der G2/M-Phase als in der eSZ-Fraktion (Abb. 39).
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Abb. 38: Vergleich von epidermalen
Stammzellen (eSZ) und transient amplifi-
zierenden Tochterzellen (TAZ) in der
S-Phase unter Exposition von 100 nM
Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol nach
24 h und 48 h.

Wirkstoffinkubation am vierten Kulturtag
(30-40% Konfluenz); durchflusszyto-
metrische Messung des DNA-Gehalts durch
Féarbung mit Propidiumiodid; relative Werte
bezogen auf Absolutwert der Kontrolle jedes
Messzeitpunktes (entspricht 100 % flir eSZ
bzw. TAZ).

nicht signifikant eSZ vs. TAZ zur jeweiligen
Inkubationszeit; p =z 0,05, n=3 (jeweils 3
Einzelwerte pro Messung); Test nach
Mann-Whitney bzw. t-Test
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4.5.4 Koloniebildungseffizienz

Um den Einfluss der Vitamin-D3-Analoga auf die Regenerationskapazitat sowie
Proliferationskapazitat von eSZ und TAZ zu testen, wurde die Koloniebildungseffizienz als
Methode genutzt (siehe Kapitel 3.2.11). Die Exposition der Zellen erfolgte am siebten
Kulturtag mit je 100 nM Wirkstoff. Nach sieben Tagen Inkubation mit der jeweiligen Substanz

wurde der Versuch beendet und die Kolonien pro Kulturschale erfasst.

Abb. 40 zeigt die Koloniebildungseffizienz von eSZ und TAZ unter Wirkstoffeinfluss im
Vergleich zur Kontrolle. Die jeweilige Anzahl der Kolonien unterlag einer gro3en Streuung.
So konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen exponierten Zellen einer
Fraktion und ihrer Kontrolle gefunden werden. Bei eSZ sind unter Calcitriol sowie Tacalcitol
die Tendenz zu einer reduzierten Anzahl an Kolonien zu erkennen, wahrenddessen
Calcipotriol sogar tendenziell héhere Werte als die Kontrolle zeigt. Bei TAZ liegt die Kontrolle

unter den Werten der exponierten Zellen.

40 40
30 - 30 -
w 20 - w 20 -
L L
(@] O
10 - 10 - 1
0 - 0
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B0 nM B 100 nM C E100 nM Cp 1100 nM T| 'm0 nM B 100 nM C 0100 nM Cpl £1100 nM T

Abb. 40: Koloniebildungseffizienz (CFE %) von epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) unter Exposition mit 100 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle nach 14 d.

Wirkstoffinkubation am siebten Kulturtag; Vitalfdrbung der Kolonien mit Gentianaviolett; Vermessung
und Zahlung der Kolonien anhand digitaler Aufnahmen mit Hilfe Cell"R Imaging-Software;
Berechnung der CFE unter Ausschluss abortiver Kolonien (Durchmesser < 2 mm); CFE = Ratio aus
Koloniezahl und eingeséter Zellzahl x 100 % [44].

nicht signifikant, n=3 (jeweils 3 Einzelwerte pro Messung); p = 0,05, Kruskal-Wallis-Test
(Dunnett-Test)

Werden die Werte der Koloniebildungseffizienz unter Wirkstoffexposition als Prozentsatz der
Kontrolle (0 nM=100%) berechnet (Abb. 41), lassen sich jedoch deutliche Unterschiede
zwischen beiden Zellpopulationen erkennen. Hier zeigt sich ein starkerer
proliferationsreduzierender Wirkstoffeinfluss auf eSZ. Bei Calcipotriol und Tacalcitol sind
diese Unterschiede signifikant. Bei Calcitriol lassen sich ahnliche Tendenzen erkennen, doch

aufgrund der hohen Standardabweichung ergibt sich kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 41: Vergleich der Koloniebil-
500 dungseffizienz ~ von epidermalen
Stammzellen (eSZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ)
unter Exposition von 100 nM
Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol
nach 14 d.

Wirkstoffinkubation am siebten Kulturtag
Vitalférbung der Kolonien mit Gentiana-
violett; Vermessung und Zéhlung der
Kolonien anhand digitaler Aufnahmen

rel. CFE [%]

C Cp T mit  Hilfe Cell®R Imaging-Software,
Berechnung der Koloniebildungseffizienz
0eSZ100nM BTAZ 100 nM ‘ unter Ausschluss abortiver Kolonien

(Durchmesser < 2 mm); CFE = Ratio aus
Koloniezahl und eingeséter Zellzahl x
100 % [44], relative Werte bezogen auf
Absolutwert der Kontrolle (entspricht
100 % fiir eSZ bzw. TAZ).

* signifikant eSZ vs. TAZ; n = 3, (jeweils
3 Einzelwerte pro Messung); Test nach
Mann-Whitney

Bei der Betrachtung der Grofle der Kolonien unter Wirkstoffeinfluss (Abb. 42) ist eine
Tendenz zur Verringerung des Kolonie-Durchmessers bei beiden Zellfraktionen zu erkennen.
Bei eSZ ist der Unterschied zur Kontrolle bei Tacalcitol signifikant. Jedoch ist auch hier die

Streuung z.T. so grol, dass sich keine Signifikanz ergibt.
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Abb. 42: Koloniedurchmesser (mm) von epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) unter Exposition mit 100 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle nach 14 d.

Wirkstoffinkubation am siebten Kulturtag; Vitalfdrbung der Kolonien mit Gentianaviolett, Vermessung
und Zéahlung der Kolonien anhand digitaler Aufnahmen mit Hilfe Cell*"R Imaging-Software.

* signifikant O0nM vs. 100 nM; p < 0,05; n=3 (jeweils 3 Einzelwerte pro Messung); einfache
Varianzanalyse (Dunn-Test)

Der direkte Vergleich der exponierten eSZ und TAZ (Abb. 43) zeigt nur bei Tacalcitol einen

signifikanten Unterschied. ESZ werden starker in ihrem Wachstum gehemmt als TAZ.
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200 Abb. 43: Vergleich des Kolonie-
durchmessers exponierter  epi-
dermaler Stammzellen (eSZ) und
* transient amplifizierender Tochter-
[ —r zellen (TAZ) unter Exposition von
100 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol nach 14 d.
50 Wirkstoffinkubation am siebten
Kulturtag; Vitalfarbung der Kolonien mit
0 Gentianaviolett; Vermessung der
Kolonien anhand digitaler Aufnahmen
Cc Cp T mit Hilfe Cell*R Imaging-Software,
relative Werte bezogen auf Absolutwert
‘ BeSZ 100 nM WTAZ 100 nM ‘ der Kontrolle (entspricht 100 % eSZ
bzw. TAZ).
* signifikant eSZ vs. TAZ; p < 0,05;
n = 3; Test nach Mann-Whitney
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4.6 Einfluss der Vitamin-D3-Analoga auf
Stammzellmarker

4.6.1 Bl-Integrin

Eine der interessantesten Untersuchungen lag in der Bestimmung des etablierten
Stammzellmarkers p1-Integrin nach Exposition mit den drei Vitamin-D3-Analoga. Die
Kultivierung erfolgte wie bei der Zellzyklusanalyse (Kapitel 4.5.3) in 250-ml-Kulturflaschen.
Die Wirkstoffinkubation erfolgte am vierten Kulturtag bei einer Konfluenz von ca. 30-40 %.
Die B1-Integrin-Expression wurde nach 24 h und 48 h Wirkstoff-Inkubation (100 nM)
durchflusszytometrisch bestimmt. Fir den direkten Vergleich wurden die Kontrollwerte der

einzelnen Messpunkte gleich 100 % gesetzt.
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Abb. 44: Bl-Integrin-Expression bei epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) nach Exposition mit 100 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle (0 nM).

Wirkstoffinkubation am vierten Kulturtag (30-40% Konfluenz];, durchflusszytometrische Messung;
relative Werte bezogen auf Absolutwert der Kontrolle jedes Messzeitpunktes (entspricht 100 % fiir eSZ
bzw. TAZ).” signifikant 0 nM vs. 100 nM nach der jeweiligen Inkubationszeit; p < 0,05, n = 3; einfache
Varianzanalyse (Dunn-Test)
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Abb. 44 stellt die relative B1-Integrin-Expression von eSZ und TAZ in je einem Diagramm
dar. In beiden Diagrammen zeigt sich eine signifikante Reduktion der 31-Integrin-Expression
der exponierten Zellen nach 24 h und 48 h. Das Ausmal} der Reduktion ist relativ gering und

liegt zwischen 7-14 %.

Der direkte Vergleich von eSZ und TAZ (Abb. 45) zeigt keinen signifikanten Unterschied in
der Starke der Reduktion des Oberflachenmarkers. Diese Wirkung scheint zwischen beiden

Zellpopulationen ahnlich stark ausgepragt zu sein.

150 Abb. 45: Vergleich der Bl-Integrin-
T Expression von epidermalen Stammzellen
sz 100 (eSz) und transient amplifizierenden
2o Tochterzellen (TAZ) nach Exposition mit
£ § 100 nM  Calcitriol,  Calcipotriol  und
- 5 50 7 Tacalcitol nach 24 und 48 h.
« X Wirkstoffinkubation am  vierten Kulturtag
0 - (30-40% Konfluenz); durchflusszytometrische
24 48 Messung; relative Werte bezogen auf Absolut-
T . : wert der Kontrolle jedes Messzeitpunktes
Calcitriol-Inkubationszeit [h] (entspricht 100 % fiir 6SZ bzw. TAZ).
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4.6.2 Cytokeratin 14

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung der Wirkung der Vitamin-D3-Analoga auf die beiden
Zellpopulationen eSZ und TAZ war die Untersuchung der Expression von

Zytoskelettproteinen. Die Kultivierung erfolgte auch hier in 250-ml-Kulturflaschen. Bei einer
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Konfluenz von ca. 30-40 % wurden die Zellen mit Wirkstoff inkubiert. Nach 24 h und 48 h
wurde das intrazellulare CK14 durchflusszytometrisch vermessen. Auch hier wurden zum

direkten Vergleich die jeweiligen Kontrollwerte gleich 100 % gesetzt.

Das Diagramm der eSZ in Abb. 46 zeigt, mit Ausnahme des 24 h-Wertes von Calcipotriol,
einen signifikanten Anstieg der CK14-Expression Uber den gesamten Messzeitraum von 48 h
im Vergleich zur Kontrolle. Die Werte der exponierten eSZ zeigen dabei einen CK14-Anstieg
von bis zu 23 % gegenlber der Kontrolle. TAZ dagegen weisen ein konstantes Level an

CK14 im Vergleich zur Kontrolle auf.
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Abb. 46: Relative CK14-Expression in % bei epidermalen Stammzellen (eSZ) und transient
amplifizierenden Tochterzellen (TAZ) nach Exposition mit 100 nM Calcitriol, Calcipotriol und
Tacalcitol im Vergleich zur Kontrolle (0 nM).

Wirkstoffinkubation am vierten Kulturtag (30-40% Konfluenz); durchflusszytometrische Messung;
relative Werte bezogen auf Absolutwert der Kontrolle jedes Messzeitpunktes (entspricht 100 % fiir

eSZ bzw. TAZ).
* signifikant 0 nM vs. 100 nM nach der jeweiligen Inkubationszeit; p < 0,05, n=3; einfache
Varianzanalyse (Dunn-Test)

Beim Vergleich der beiden Zellfraktionen zeigen sich in Abb. 47 nach 24 h bei allen drei
Wirkstoffen signifikante Unterschiede in der CK14-Expression zwischen eSZ und TAZ. Mit
Ausnahme von Tacalcitol sind diese signifikanten Differenzen in einem geringeren Ausmaf

auch noch nach 48 h vorhanden.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass eSZ unter den Vitamin-D3-Analoga signifikant mehr

Zytoskelettprotein exprimiert, wahrend bei TAZ diese Erhéhung nicht einsetzt.
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5 Diskussion

5.1 Umsetzung und Optimierung der Methode der
Kollagen-IV-Adhéarenz zur Separation putativer
epidermaler Stammzellen und deren
determinierten Tochterzellen aus einer
Basalzellkultur

Basis der vorliegenden Arbeit war die Definition von validen Parametern flr die
Kollagen-IV-Isolierung zur Separation epidermaler Stammzellen sowie proliferativer
Keratinozyten hoherer Differenzierungsstufe. Ziel war es zunachst, aus einer Basalzellkultur
eine Fraktion epidermaler Stammzellen anzureichern. Resultierend aus der starken
Kollagen-IV-Affinitdt epidermaler Stammzellen (siehe Kapitel 2.1.6.1) war daflr die
Adhésionszeit zur Gewinnung dieses Zelltyps der entscheidende Parameter fir die
Selektivitdt und die Qualitat dieser Methode. In der Literatur variieren die Adhasionszeiten
zur Diskriminierung der Stammzellpopulation, der so genannten schnell-adharenten Fraktion
(s-ad) zwischen 5 [194], 10 [23, 24] und 20 min [16][195]. Um festzustellen, welchen Einfluss
die unterschiedlichen Adhasionszeiten auf die Stammzell-Selektivitat der Methode haben,
wurde in  Abhangigkeit von der Adhasionszeit die Expression des basalen
Oberflachenmarkers p1-Integrin gemessen, wobei epidermale Stammzellen die hdchste
B1-Integrin-Expression aufweisen [16][23, 24][194, 195]. Bei dem Versuch 4.1.2 zeigte sich
zwischen den Adhasionszeiten 5 min und 10 min kein signifikanter Unterschied in der
B1-Integrin-Expression der jeweiligen Zellfraktion. Dagegen war bei einer Adhasionszeit von
20 min das B1-Integrin-Signal der Zellpopulation signifikant geringer als bei 5 min und 10 min

und lasst vermuten, dass innerhalb dieses Zeitraumes vermehrt auch Zellen mit weniger

81
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B1-Integrin binden konnen. Daraus resultiert eine insgesamt geringere mittlere

Fluoreszenzintensitat und somit eine Verringerung der Selektivitat der Methode nach 10 min.

Im zeitlichen Verlauf war die Zunahme der adhédrierenden Zellen nahezu konstant. Dies
zeigt, dass die Kollagen-IV-Schicht nach 20 min noch ausreichend Zellbindungskapazitaten
besitzt. Die aufgetragene Zellmenge mit 1x10° Zellen pro 60-mm-Kulturschale (siehe Kapitel
3.2.4) fuhrt demzufolge nicht zu einer zelluldren Uberséttigung der Kollagen-IV-Schicht.
Dadurch kann davon ausgegangen werden, dass es nicht zu unspezifischen Bindungen

kommt.

Analog zur Literatur [23-24][195] erfolgte die weitere Auftrennung der Basalzellkultur in
langsam-adharente (lI-ad) und nicht-adharente (n-ad) Zellen (siehe Kapitel 3.2.4). Aus
Voruntersuchungen (nicht gezeigt) war bekannt, dass nach einer Inkubationszeit von 24 h
keine Zelladharenz an Kollagen IV mehr stattfindet. Deshalb wurde zur Diskriminierung von
langsam- und nicht-adharenten Zellen eine Adhasionszeit von 24 h gewahlt. Die
Untersuchung der B1-Integrin-Expression unter 4.1.2 zeigt deutlich, dass aus dieser
Isolierung drei differente Zellpopulationen resultieren. Dabei besitzt die schnell-adharente
Fraktion die hdchste Expression des Oberflachenproteins. Die hier gemessenen Integrinlevel
beschreiben auch andere Arbeitsgruppen fir ihre Stammzellisolierung mit Kollagen IV
[16][43][194]. Die geringste Expression besitzt die nicht-adharente Zellfraktion. Das
B1-Integrin-Signal dieser Fraktion entspricht nur noch etwa ein Zehntel des B1-Integrinsignals
der schnell-adharenten Fraktion. Dies kennzeichnet den hohen Differenzierungsgrad dieser
Zellen [16][19], der mit dem Verlust der Bindungsfahigkeit des p1-Integrins einhergeht [122].
Des Weiteren zeigt die durchflusszytometrische Zelltodcharakterisierung in 4.1.2, dass der
Hauptteil der nicht-adhdrenten Zellen avital ist. Bei dem hohen Anteil an
spatapoptotisch/nekrotischen Zellen handelt es sich wahrscheinlich um Zellen, die schon vor
der Kollagen-IV-Isolierung als Folge der Praparation geschadigt und aufgrund dessen nicht
mehr adhdrenzfahig waren. Dieser Zellanteil kann aber z.T. auch Endergebnis des
fortschreitenden Differenzierungsprozesses sein [196]. Darauf weist auch der signifikant
hohere apoptotische Zellanteil der nicht-adharenten Zellfraktion hin und ist neben dem
Verlust von ligandenbindungsfahigen Adhasionsproteinen sowie Zellzyklusarrest [16][122]
Ausdruck des Differenzierungsprozesses dieser Zellen. Da fir die Kultivierbarkeit nativer
Keratinozyten die Adharenzfahigkeit der Zellen Voraussetzung ist, schied die nicht

adharenzfahige dritte Zellfraktion flr weitere Untersuchungen aus.

Die schnell- und die langsam-adharente Zellfraktion zeigen im Vergleich zur
nicht-adharenten Zellfraktion einen sehr hohen Anteil vitaler Zellen. Wahrend Apoptose bei
den beiden Zellfraktionen keine Rolle spielt, betragt der nekrotisch/spatapoptotische

Zellanteil der schnell-adharenten Fraktion ca. 14 % und ist auch signifikant hdher als bei der
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langsam-adharenten Fraktion mit 9,7 % nekrotisch/spatapoptotischen Zellen. Jedoch kann
auf Grund der Zahlen trotz Signifikanz von einem vergleichbaren Anteil ausgegangen

werden.

Die fur die weitere Versuchsplanung erfassten Proportionen der vitalen Zellmengen der
isolierten drei Fraktionen unter 4.1.2 sind mit der Literatur vergleichbar. So fanden z.B. Jones
und Watt 1993 [16] anhand der p1-Integrin-Expression gekoppelten durchfluss-

zytometrischen Sortierung ahnliche Relationen.

5.2 Vergleich der Kollagen-IV-adharenten Zell-
fraktionen hinsichtlich des Proliferations-
verhaltens sowie des Phanotyps

Zur ldentifizierung der schnell-adharenten Zellen als putative Stammzellfraktion erfolgte in
diesem Abschnitt eine vergleichende Charakterisierung der beiden Kollagen-IV-isolierten
Zellfraktionen schnell- und langsam-adharent. Hier sollte dokumentiert werden wie sich das

in-vitro Verhalten unter den gewahlten Kulturbedingungen (siehe Kapitel 3.2.2) darstellt.

5.2.1 Vergleich des Proliferationsverhaltens

Ein Hauptmerkmal von epidermalen Stammzellen ist ihre hohe Proliferationskapazitat im
Vergleich zu anderen Keratinozyten hoherer Differenzierungsstufe [16][19]. Die
Untersuchungen mit den hier verwendeten vier proliferationsindizierenden Methoden
dokumentieren die Proliferation der schnell- sowie der langsam-adharenten Zellfraktion in
einem Zeitfenster von insgesamt 14 Tagen Kulturdauer. Langzeitproliferations-
untersuchungen wurden nicht durchgefihrt, um Effekte der Zelldifferenzierung zu
minimieren. Aufgrund dessen wurden die Experimente ausschlielllich mit Zellen der ersten

Passage durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.2.2).

Als Momentaufnahme der Zellproliferation erfolgte die Zellzyklusanalyse (siehe Kapitel 4.2.1)
direkt nach der Auftrennung in schnell-adhdrente und langsam-adharente Zellen. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich zunachst bei der mutmalllich stammzelltypischen,
schnell-adharenten Fraktion mehr Zellen in der Synthesephase befinden als bei der
langsam-adharenten. Dies steht kontrdr zu publizierten Daten, bei denen Zellen des
Stammzellphanotyps vermehrt in der Ruhephase zu finden sind [7][29][87, 88]. Ein mdglicher
Erklarungsansatz sind die hier verwendeten serumfreien Kultivierungsbedingungen ohne

Feederzellen. Im Gegensatz dazu wurden die publizierten Resultate jedoch meist mit
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Keratinozyten in Feederzellkultur erzielt. Bei diesen Feederzellen handelt es sich meist um
Mausfibroblasten, mit Hilfe derer das Umgebungsmilieu der epidermalen Stammzellen in der
Haut starker imitiert wird als es unter den hier gewahlten mitogenen Bedingungen (niedriger
Ca?+-Gehalt und EGF, BPE im Medium) ohne Feederzellen erfolgt. Die starkere
Proliferationsaktivierung der schnell-adharenten Zellen kénnte die Stammzellaktivierung
nach Gewebetraumatisierung als Reaktion der Zellen auf die ,fremden® Kulturbedingungen
(siehe Kapitel 2.1.2.) widerspiegeln. Eine weitere Variante der Erklarung flir dieses Verhalten
liegt in der Kollagen-IV-Isolierung. Dabei triggert die B1-Integrin-vermittelte Adhasion an
Kollagen IV die Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors. Das fuhrt zu einer Aktivierung
des MAPKinase-Signalwegs und fordert so das Voranschreiten des Zellzyklusses [197, 198].
Da die schnell-adharente Fraktion die héchste p1-Integrin-Expression besitzt, kann hier die
Zellzyklusprogression starker induziert werden als bei langsam-adharenten Zellen. Diese
Aktivierung Dbleibt initial auch in der Zellkultur erhalten. Die aufgezeichneten
Wachstumskurven von Vitalfarbung (4.2.2) und [*H] Thymidin-Einbau (4.2.3) zeigen bei
gleicher Einsaatmenge eine signifikant starkere Proliferationsaktivitat bei schnell-adharenten
Zellen. In Abhangigkeit von der Messmethode sind die Differenzen zwischen
schnell-adharenten und langsam-adharenten Zellen unterschiedlich stark ausgepragt.
Wahrend bei der Vitalfarbung fur die langsam-adharente Zellfraktion eine bis zu 26 %
geringere Proliferation im Vergleich zur schnell-adharenten Fraktion gemessen wurde,
konnte beim [*H]-Thymidin-Einbau fir diese Zellfraktion eine bis zu 70 % geringere
Proliferation detektiert werden. Warum die detektierten Unterschiede zwischen den beiden
Zellfraktionen bei Vitalfarbung und [*H]-Thymidin-Einbau verschieden stark ausgepragt sind,
konnte durch die unterschiedliche Wachstumskinetik beider Zellklassen begrindet sein.
Auffallig bei der Wachstumskurve mit [*H]-Thymidin ist, dass bei der schnell-adharenten
Fraktion die Menge an [*H]-Thymidin Uber den Versuchszeitraum kontinuierlich ansteigt,
wahrend bei der langsam-adharenten Zellfraktion der Einbau des DNA-Bausteins zunachst
nur geringfligig zunimmt und erst am siebten Kulturtag der [*H]-Thymidin-Einbau stark
ansteigt. Daraus resultieren die groReren Unterschiede zwischen schnell- und
langsam-adharenten Zellen im Vergleich zu den Ergebnissen der Vitalfarbung. In der
Literatur wird fur die Population der transient amplifizierenden Zellen das Maximum der
Proliferation nach 7 bis 9 Tagen bei einem Konfluenzgrad von 50-75 % beschrieben [199].

Dies entspricht den Daten des [*H]-Thymidin-Einbaus fiir die langsam-adharente Fraktion.

Ein weiterer Unterschied zwischen den Wachstumskurven von Vitalfarbung und
[*H]-Thymidin-Einbau besteht zum Versuchsende am siebten Kulturtag. Die Vitalfarbung
zeigt bei schnell- sowie langsam-adharenter Zellfraktion eine Zellzunahme. Dagegen lasst
sich im [®*H] Thymidin-Einbau bei der schnell-adharenten Zellfraktion bei Versuchsende ein

Absinken der DNA-Synthese erkennen. Dies beruht wahrscheinlich auf einer
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konfluenzbedingten Wachstumshemmung der schnell-adharenten Zellfraktion als Folge der
schneller eintretenden hoheren Zelldichte [200]. Dadurch wird die Proliferationsaktivitat der
Zellen stark abgebremst und so gleichen sich die Syntheserate schnell- und
langsam-adharenter Zellen zum Versuchsende an. Allerdings gibt es in der Literatur auch
Hinweise fUr ein unterschiedliches Verhalten der beiden Zellfraktionen unter konfluenten
Bedingungen. In einer Studie wurde dokumentiert, dass die Population der epidermalen
Stammzellen nach Erreichen der Konfluenz arretiert und in die Ruhephase eintritt. Im
Gegensatz dazu bleiben die transient amplifizierenden Tochterzellen auch unter

postkonfluenten Bedingungen im Zellzyklus aktiv, bis die Enddifferenzierung einsetzt [199].

Dieser Einfluss wurde bei anschlieRenden Versuchen berlcksichtigt, indem der

Konfluenzgrad bei Versuchsende maximal 80 % betragen durfte.

Bei der vierten proliferationsindizierenden  Methode, der Bestimmung der
Koloniebildungseffizienz (CFE), kann ein Einfluss durch Kontakthemmung ausgeschlossen
werden. Dies gelingt durch den Einsatz von sehr geringen, so genannten klonalen,
Einsaatmengen (siehe Kapitel 3.2.11). Damit kann davon ausgegangen werden, dass die
entstehenden  Zellkolonien jeweils aus einer Einzelzelle hervorgehen. Die
Koloniebildungseffizienz wird daher in der Literatur auch als Surrogatparameter fur die
Proliferationskapazitat herangezogen und dient in vitro zur Stammzellcharakterisierung
[16][43][83, 85][195]. Die Bestimmung der Koloniebildungseffizienz in 4.2.4 zeigt, dass die
schnell-adharente Fraktion die hdchste Proliferationskapazitat aufweist. Des Weiteren
besitzen die Kolonien der schnell-adharenten Fraktion einen signifikant gréReren
Durchmesser als die der langsam-adhéarenten Fraktion und demonstrieren damit ihre langere
Teilungs- und damit auch Regenerierungsfahigkeit. Diese Ergebnisse verdeutlichen noch

einmal die Stammzell-Charakteristik der schnell-adharenten Zellfraktion.

5.2.2 Phanotypischer Vergleich

Als Marker fir das Zytoskelett wurde das ausschliel3lich basal exprimierte Zytokeratin 14
ausgewahlt. Hierbei handelt es sich um einen Marker flr proliferierende Basalzellen [201].
Da der Stammzellmarker Zytokeratin 15 nur in vivo in vitaler Vollhaut nachweisbar ist [11]
und aus Voruntersuchungen (nicht gezeigt) hervorging, dass der Differenzierungsmarker
Zytokeratin 10 nur sehr gering bzw. gar nicht in der Basalzellkultur exprimiert wird, wurde
Zytokeratin 14 als typische Gerlstsubstanz der Basalzellschicht ausgewahlt. Seine
Expression ist an die Aktivierung des Zellzyklus gekoppelt und wird stark reduziert, wenn die
Zelle den Zellzyklus verlasst und beginnt, sich von der Basalschicht zu 16sen [201, 202]. So
zeigen postmitotische Basalzellen eine verminderte Expression, wahrend Stammzellen und

ihre  transient  amplifizierenden  Tochterzellen  ein  vergleichbares, hdheres
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Zytokeratin-14-Level aufweisen [203]. Somit ist die Zytokeratin-14-Expression zwar an den
Zellzyklus gebunden, wird aber anscheinend nicht von der Starke der Zellzyklusaktivitat
beeinflusst. Die in Kapitel 4.3.1 detektierte Expression des Proteins zeigt analog zur Literatur

[203] zwischen schnell- und langsam-adharenten Zellen keinen signifikanten Unterschied.

Als weitere Parameter zur Differenzierung zwischen schnell- und langsam-adharenten Zellen
wurden die Streuungseigenschaften der beiden Zellfraktionen verglichen. In zahlreichen
Studien wurde gezeigt, dass Keratinozyten, die eine geringe Zellgrofie und Zellgranularitat
aufweisen, stammzelltypische Eigenschaften besitzen [24][77][108][204-206]. Die
durchflusszytometrische Analyse in 4.3.2 demonstriert, dass die schnell-adharente Fraktion
im Vergleich zur langsam-adhdrenten durch eine geringere ZellgroRe (FSC) und
Zellgranularitat (SSC) gekennzeichnet ist. Dies weist auf den geringeren Reifegrad dieser
Zellfraktion hin.  Allerdings zeigen die beiden Streuungsparameter bei der
langsam-adharenten Fraktion unterschiedliche Haufigkeitsverteilungen. Wahrend das
Histogramm der SSC-Werte eine homogene Verteilung bei beiden Zellfraktionen aufweist,
lassen die FSC-Werte eine Zweiteilung der langsam-adharenten Fraktion erkennen. Das
erste Maximum liegt bei dhnlichen Werten wie die schnell-adharente Fraktion. Das zweite
Maximum hat hdéhere Werte, kennzeichnend flr einen héheren Grad an Differenzierung
[207]. Das koénnte bedeuten, dass die Grolke der Zelle erst ab einem hdheren Reifegrad
zunimmt oder noch andere Faktoren auf das FSC-Signal Einfluss nehmen.

Als weiterer phanotypischer Marker wurde der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) zur
Charakterisierung der beiden Zellfraktionen herangezogen. In der Literatur wird die héchste
VDR-Expression in den Keratinozyten der epidermalen Basalschicht beschrieben. Die
Expression von VDR ist u.a. an die Proliferationsaktivitat bzw. den Differenzierungsgrad der
Keratinozyten gekoppelt [146, 147]. In Kapitel 4.3.3 konnte mittels Westernblot eine erhdhte
Expression des VDR bei schnell-adharenten im Vergleich zu langsam-adharenten Zellen
nachgewiesen werden. Damit wird noch einmal gezeigt, dass die schnell- und die
langsam-adharente  Zellfraktion  hinsichtlich  Proliferationsaktivitdt und  Reifegrad

unterschiedlichen Zellklassen zuzuordnen sind.
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5.3 Vergleich von Effekten der dermatologisch
relevanten Arzneistoffgruppe der Vitamin-D3-
Analoga auf epidermale Stammzellen und deren
transient amplifizierenden Tochterzellen

Basierend auf der verwendeten anerkannten Isolierungsmethode mit Kollagen IV (Kapitel
4.1) sowie der Analyse der beiden Zellfraktionen (Kapitel 4.2 und 4.3) kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei der schnell-adharenten Fraktion um Zellen des
Stammzellphanotyps handelt und die langsam-adharente Fraktion Tochterzellen mit
héherem Reifegrad reprasentiert. In den nun folgenden Diskussionsabschnitten werden
daher die Termini ,epidermale Stammzelle (eSZ)" und ,transient amplifizierende Tochterzelle
(TAZ)" verwendet.

5.3.1 Toxizitat der Vitamin-D3-Analoga

Die Testung der Toxizitat der drei Wirkstoffe Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol erfolgte
durch Bestimmung der vitalen, adharent wachsenden Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle  (Kapitel 4.4.1). Erganzend dazu wurden  durchflusszytometrische

Apoptose-Messungen mittels Annexin V/PI durchgefihrt (Kapitel 4.4.2).

Wahrend bei der Vitalfarbung die Reduktion vitaler Zellen bei allen drei Wirkstoffen im
gleichen Konzentrationsbereich erfolgte, zeigte Calcipotriol im Gegensatz zu den beiden
anderen Substanzen bei der Apoptosemessung auch bei einer Konzentration von 10.000 nM

keine signifikanten toxischen Effekte.

Bei der Gegenuberstellung der beiden Ergebnisse ist zu beachten, dass mit jeder der
verwendeten Methoden unterschiedliche Parameter erfasst werden. Bei der Vitalfarbung
handelt es sich um eine indirekte Bestimmung der Vitalitdt. Sie kann nur an adharent
wachsenden Zellkulturen angewendet werden. Dabei ist letztendlich die Anzahl adharenter
Zellen Parameter fur die Vitalitat (siehe Kapitel 3.2.9). Somit lasst sich schlussfolgern, dass
die Ergebnisse der Vitalfarbung nicht nur die toxischen Effekte der Wirkstoffe widerspiegeln,
sondern auch eine Anderung im Adharenzverhalten aufzeigen kénnen. Eine Unterscheidung
dieser beiden Effekte ist dabei allerdings nicht mdglich. Im Gegensatz zur Vitalfarbung
werden bei der durchflusszytometrischen Zwei-Parameter-Messung der Zelltodmarker
Annexin V und Pl sowohl die adharenten als auch die nicht mehr adharenzfahigen Zellen

erfasst (siehe Kapitel 3.2.7.5). Mit dieser Messung konnte nun bestatigt werden, dass
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Calcitriol und Tacalcitol in ahnlichen Konzentrationsbereichen toxische Effekte besitzen.
Nach 12 h lassen sich sowohl apoptotische als auch spatapoptotische/nekrotische Effekte
bei 10.000 nM Tacalcitol und Calcitriol messen. Calcipotriol hingegen induziert auch bei
10.000 nM keine Zellschadigung. Toxizitdtsversuche an Ratten belegen den Unterschied
zwischen den Wirkstoffen [208]. Sie zeigten zwischen Calcitriol und Calcipotriol den gréten

Unterschied, wahrend Tacalcitol nur geringfiigig weniger toxisch war als Calcitriol.

Bei eSZ sowie TAZ sind nach 12 h unter Exposition von 10.000 nM Calcitriol bzw. Tacalcitol
schon 40-60 % der Zellen spatapoptotisch/nekrotisch. Der apoptotische Prozess wird
demzufolge schon bei geringeren Wirkstoffkonzentrationen induziert. Voruntersuchungen mit
1.000 nM Calcitriol (nicht dargestellt) zeigten allerdings bis zu einer Inkubationszeit von 48 h
keine starkeren apoptotischen Effekte als die unbehandelte Kontrolle. Bektas et al. [177]
detektierte einen Anstieg apoptotischer Zellen ab einer Konzentration von 5.000 nM und
konnte nachweisen, dass der apoptotische Effekt von Calcitriol und seinen Derivaten durch
Sphingomyelin-Hydrolyse induziert wird. Beim Vergleich der Effekte auf die beiden
Zielzellpopulationen zeigen sich bei der Zelltodcharakterisierung keine Unterschiede. Bei der
Methode der Vitalfarbung lasst sich bei eSZ unter Exposition von 10.000 nM Wirkstoff im
Zeitraum von 12 h bis 24 h eine hdhere Vitalitdt/Adharenz feststellen als bei TAZ. Hier
scheinen eSZ widerstandsfahiger als TAZ. Ein moglicher Grund dafir ware die bessere
Adharenzfahigkeit der eSZ-Fraktion aufgrund der hohen p1-Integrin-Expression (siehe
Kapitel 4.1.2). Der hier detektierte Unterschied zwischen den beiden Zellfraktionen ist jedoch

nicht stabil. Nach 48 h ist er nicht mehr nachzuweisen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass es bei allen drei Substanzen bis zu einer Konzentration
von 100nM zu keiner Abnahme der Adharenzfahigkeit kam. Fur die weiteren

Untersuchungen wurde daher die Konzentration 100 nM gewahlt.

5.3.2 Proliferationsverhalten unter Vitamin-D3-Analoga

Die antiproliferativen Effekte der Vitamin-D3-Analoga auf die Gesamtpopulation humaner
nativer Keratinozyten wurden schon von verschiedenen Arbeitsgruppen publiziert
[34][32][209].

Mit  fortschreitendem  wissenschaftlichen  Kenntnisstand Uber Physiologie und
Pathosphysiologie epidermaler Stammzellen stellte sich jedoch auch die Frage, in welcher
Weise unterschiedliche Subpopulationen der proliferativen Keratinozyten, eingeschlossen
epidermale Stammzellen sowie ihre transient amplifizierenden Tochterzellen, beeinflusst
werden. Gniadecki untersuchte als Erster den Einfluss von Vitamin-D3-Analoga auf

epidermale Stammzellen [210]. Er stellte in seinen Versuchen an nativen
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Vorhautkeratinozyten fest, dass die Vitamin-D3-Analoga durch Induktion von Differenzierung
klonales Wachstum unterdriicken und postulierte, dass der differenzierende Effekt auf die
eSZ einer der Hauptwirkmechanismen der Vitamin-D3-Analoga in der Psoriasisbehandlung

ist.

In dieser Arbeit erfolgte zunachst die Betrachtung der antiproliferativen Wirkstoffeffekte. Um
Einflisse auf Proliferationsaktivitdt sowie Proliferationskapazitat unterscheiden zu koénnen,
wurden die Versuche unter prakonfluenten (Vitalfarbung, [*H]-Thymidin-Einbau,
Zellzyklusanalyse, siehe Kapitel 4.5.1, 4.5.2, 4.5.3) sowie klonalen Wachstumsbedingungen

(Koloniebildungseffizienz, siehe Kapitel 4.2.4) durchgeflihrt.

Die Ergebnisse aus Vitalfarbung, [*H]-Thymidin-Einbau sowie Zellzyklusanalyse zeigen
innerhalb von 24 h bis 48 h die antiproliferative Wirksamkeit der Vitamin-D3-Analoga bei eSZ
sowie TAZ. Diese Wachstumsreduktion, die u.a. eine Verminderung der DNA-Synthese
zeigt, nimmt zeitabhangig zu und liegt bei allen drei Versuchen in vergleichbaren Bereichen.
Der antiproliferative Wirkmechanismus der Vitamin-D3-Analoga basiert u.a. auf der
Induzierung der Transkriptionsfaktoren p21 und p27. Die Zellzyklusblockade mindet dadurch
in eine Akkumulation der Zellen in der G1/G0- Phase [156-159]. Dies zeigen auch die
Ergebnisse der Zellzyklusanalyse (siehe Kapitel 4.5.3). Die Reduktion der Zellen in der
S-Phase stellt demzufolge nur einen sekundaren Effekt dar. Jedoch ist der
Akkumulationsprozess in G1/G0-Phase hier nicht mit einer vollstandigen Zellzyklusblockade

verbunden.

Unter prakonfluenten Bedingungen spielt der Konfluenzgrad eine Rolle, wie auch schon in
Kapitel 5.2.1. diskutiert. Zugrunde liegt hier flr Kkultivierte native Keratinozyten ein
grundsatzlich geltender Zusammenhang zwischen der Zunahme des Konfluenzgrades und
der Abnahme der proliferativen Aktivitat [200]. Auch die antiproliferative Wirkung der
Vitamin-D3-Analoga wird durch den Konfluenzgrad beeinflusst. Bei hohem Konfluenzgrad
sinkt die antiproliferative Wirkung der drei Substanzen [148]. Dieser Effekt lasst sich bei den
Untersuchungen des [*H]-Thymidin-Einbaus erkennen (Kapitel 4.5.2.). Die 96 h-Werte (Abb.
34) zeigen eine erhohte Proliferation wirkstoffexponierter eSZ im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Gegen Versuchsende ist die Kontakthemmung der unbehandelten
eSZ auf Grund des hoheren Konfluenzgrades starker als die Wachstumshemmung durch
den Wirkstoff. Es entsteht somit falschlich der Eindruck einer schwacheren antiproliferativen
Wirksamkeit auf die eSZ, da die letzten Messdaten nicht mehr nur den Wirkstoffeffekt
widerspiegeln. Aufgrund dessen wurde die letzte Messung von Vitalfarbung (120 h, siebter
Kulturtag) und [*H]-Thymidin-Einbau (96 h, siebter Kulturtag) bei der Bewertung
ausgeklammert. Letztendlich lassen sich sowohl bei der Vitalfarbung als auch beim

[*H]-Thymidin-Einbau und der Zellzyklusanalyse keine Unterschiede zwischen eSZ und TAZ
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erkennen. Das bedeutet, bei kurzfristiger Anwendung der Vitamin-D3-Analoga unter

prakonfluenten Wachstumsbedingungen werden beide Zellfraktionen gleich stark beeinflusst.

Unter den klonalen Wachstumsbedingungen bei der  Bestimmung der
Koloniebildungseffizienz (siehe Kapitel 4.5.4) lassen sich nach 14 Tagen Unterschiede
zwischen eSZ und TAZ nachweisen. Unter Exposition von Calcitriol und Tacalcitol waren
weniger Zellen der eSZ-Fraktion in der Lage, als Einzelzelle eine Kolonie zu bilden.
Calcipotriol scheint keinen negativen Einfluss auf die Koloniebildungseffizienz der eSZ zu
haben. In der Fraktion der TAZ lasst sich im Vergleich zur Kontrolle sogar eine Steigerung
der Proliferationskapazitat erkennen. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle aber zeigen
beide Zellfraktionen aufgrund der Streuung keine signifikanten Unterschiede. Beim Vergleich
der relativen Werte von eSZ und TAZ ergeben sich jedoch Signifikanzen. Dabei weisen die
TAZ unter Wirkstoffeinfluss im Vergleich zu eSZ eine Erhdhung der Proliferationskapazitat
auf. Nur Calcitriol zeigt aufgrund der groflen Streuung keine Signifikanz. Gniadecki [210]
testete Calcitriolkonzentrationen von 100, 1.000 und 10.000 nM und stellt fest, dass
Holoklone (Phéanotyp epidermale Stammzellen) in ihrem Wachstum gehemmt wurden,
wahrend Paraklone (Phanotyp transient amplifizierende Tochterzellen) unter
Wirkstoffexposition eine hohere Koloniebildungseffizienz aufwiesen. Er postulierte die
Stammzellen als Targetzellen fir Calcitriol und seine Derivate. Dieser Effekt koénnte
moglicherweise mit der Induzierung des Transkriptionsfaktors p21 durch Vitamin-D3-Analoga
in Zusammenhang stehen [163]. Uber stammzellassoziierten den Notchsignalweg ist dieser
Transkriptionsfaktor u.a. auch in die Regulation des epidermalen Stammzellkompartimentes
involviert. P21 spielt bei der Stammzellrestriktion eine bedeutende Rolle. Mit der
Hochregulation seiner Expression fordert p21 den Transit vom Stammzellkompartiment zur
determinierten Tochterzelle hin bis zum Verlassen des Zellzyklusses [211]. Die Exposition
von eSZ mit Vitamin-D3-Analoga kénnte deren Transit hin zu TAZ verstarken. Neben der
Reduktion der Proliferationskapazitat ware somit auch eine Reduktion des
Stammzellkompartimentes denkbar. Calcipotriol aber zeigt hier eine Sonderstellung, da es

keinen negativen Einfluss auf die Koloniebildungseffizienz von eSZ und TAZ hat.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass unter Einfluss der Vitamin-D3-.Analoga einerseits die
Proliferationsaktivitat kurzfristig sowohl bei eSZ als auch bei TAZ stark herabgesetzt wird.
Andererseits gibt es Hinweise, dass die Proliferationskapazitat der Fraktion des

Stammzellphanotyps im Vergleich zu deren Tochterzellen eingeschrankt wird.
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5.3.3 Phanotyp unter Vitamin-D3-Analoga

B1-Integrin

Proliferations-, Adhasions- sowie Migrationsfahigkeit der basalen Keratinozyten werden uber
die p1-Integrin-Expression reguliert. In vivo als auch in vitro geht der
Differenzierungsprozess von Basalzellen mit einem Verlust von B1-Integrin einher [16][122].
Die Vitamin-D3-Analoga sind potente Mediatoren der keratinozytaren Differenzierung (siehe
Kapitel 2.3.5). Wirkstoff-induzierte Veranderungen der p1-Integrin-Expression in vivo werden
in der Literatur hauptsachlich nach einer langerfristigen Behandlung beschrieben.
Histologische Untersuchungen an lasionaler psoriatischer Haut mit suprabasaler
B1-Integrin-Expression zeigen nach 4 bis 8 Wochen topischer Behandlung mit Calcitriol eine
Normalisierung des B1-Integrins auf ausschlieRlich basale Expression [212]. In vitro jedoch
ist der prodifferenzierende Effekt der Vitamin-D3-Analoga u.a. vom Serum- und
Calciumgehalt des Mediums abhangig [148]. In dieser Arbeit lag das Augenmerk darauf,
unter Kulturbedingungen zu arbeiten, die mogliche differenzierende Einflisse auf die
Stammzellen minimieren, um den Stammzellphdnotyp Uber die gesamte Kulturdauer zu
erhalten. So wurde in einem serumfreien Medium und mit niedrigem Calciumgehalt (Kapitel
3.2.2) gearbeitet. Unter diesen Bedingungen war eine Anderung in der Involucrinexpression
als Marker der Differenzierung durch Vitamin-D3-Analoga nicht nachweisbar [209]. In der
vorliegenden Arbeit lieR sich in Hinsicht auf die p1-Integrin-Expression unter
Wirkstoffexposition (Kapitel 4.6.1) bei eSZ sowie TAZ zumindest eine schwache Reduktion
der B1-Integrin-Expression zur Kontrolle nach 24 und 48 h nachweisen. Beim direkten
Vergleich von eSZ und TAZ zeigen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in der

Wirkstoff-assoziierten Reduktion von B1-Integrin.

In Zusammenhang mit der Reduktion von B1-Integrin gabe es mdglicherweise auch eine
Erklarung fir die unterschiedlichen Toxizitatsdaten von Calcipotriol aus Vitalfarbung (Kapitel
4.4.1) und Annexin-V/Pl-Messung (Kapitel 4.4.2). Hier gab es bei der Annexin-V/PIl-Messung
keinerlei Hinweis auf toxische Effekte fiir Calcipotriol, wahrend bei einer Konzentration von
1.000 und 1.0000 nM eine signifikante Verminderung in der Vitalfarbung zu sehen war. Wie
in Kapitel 5.3.1 schon diskutiert, kdnnte eine Verminderung der Adharenzfahigkeit der Zellen
fur die Daten der Vitalfarbung in Frage kommen. Moglicherweise ist die Reduktion des
Adhasionsproteins B1-Integrin unter 1.000 und 10.000 nM um einiges starker und ist einer
geringeren Bodenhaftung der Zellen [122] verbunden. Anders als bei Calcitriol und Tacalcitol
fuhrt die, auch bei Calcipotriol verminderte Expression von B1-Integrin wahrscheinlich nicht

direkt zum Eintritt in den Apoptoseprozess.
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Zytokeratin 14

Die Ergebnisse der CK14-Bestimmung in Kapitel 4.6.2 zeigen bereits nach 24 h Inkubation
mit Vitamin-D3-Analoga bei eSZ eine signifikante Zunahme der Expression des
Zytoskelettproteins im Vergleich zur Kontrolle, wahrend CK14 bei TAZ unbeeinflusst bleibt.
Der Unterschied zwischen eSZ und TAZ ist mit ca. 20 % ebenfalls signifikant. Der Effekt auf
die CK14-Expression der eSZ scheint selektiv zu sein. Bei Untersuchungen an der
organotypischen ("Raft") Kultur einer Basalzellkarzinom-Zelllinie konnte ebenfalls bei basalen
Zellen eine Erhdhung von CK14 unter dem Vitamin-D3-Analogon Calcipotriol detektiert
werden, wahrend in suprabasalen Schichten die Induzierung von Differenzierungsmarkern
wie Involucrin und Filaggrin erfolgte [213]. Die Aktivierung der CK14-Expression scheint
kontrar  zur  proliferationshemmenden und  prodifferenzierenden  Wirkung  der
Vitamin-D3-Analoga zu sein. Wie jedoch kirzlich Untersuchungen an HaCaT zeigten,
induzierten 100 nM Calcitriol ANp63, eine verkirzte Isoform von p63 [214]. Dieser
Transkriptionsfaktor wird in der Literatur als Marker flir epidermale Stammzellen beschrieben
[20], besitzt antiapoptotische Eigenschaften und ist wiederum ein Akitvator der
CK14-Genexpression [215]. Dieser selektive Wirkstoffeffekt auf die eSZ konnte die Integritat
des Stammzellkompartiments starken. CK14 interagiert mit dem basalen Adhasionsprotein
o6p4-Integrin, einem Bestandteil der Hemidesmosomen, und unterstitzt damit die
extrazellulare Adhasionsfahigkeit der Stammzellen [216] [217]. Dies weist auf einen
protektiven Einfluss auf die epidermale Stammzellpopulation im Vergleich zu ihren
determinierten Tochterzellen hin. In der Literatur gibt es weitere Hinweise auf die protektive
Wirkung der Vitamin-D3-Analoga. So schutzt die Vorinkubation von Keratinozyten mit
Calcitriol vor der Induzierung apoptotischer Effekte durch (UV)B-Strahlung [218] oder durch
Zytostatika wie Cisplatin und Doxorubicin [181]. Gemeinsam ist diesen Ergebnissen der
schnelle Eintritt der protektiven Wirkung. Die Autoren schlussfolgern, dass diese protektiven
Effekte durch rasche, nicht-genomisch Signaltransduktion (siehe Kapitel 2.3.4.2), vermittelt
werden. Da der in dieser Arbeit detektierte Anstieg von CK14 schon bei der ersten Messung
nach 24 h auftritt, ist fiir die Ubermittlung dieses Effektes ebenfalls ein nicht-genomischer

Signalweg denkbar.
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5.4 Schlussfolgerungen

5.4.1 Wie lasst sich die Methode der Kollagen-IV-Adharenz-
Anreicherung epidermaler Stammzellen optimieren und
charakterisieren?

Eine hohe Selektivitdt konnte anhand der Adhasionszeit von 10 min fur die Fraktion der
epidermalen Stammzellen erzielt werden. Die B1-Integrin-Expression eignete sich dabei als
Validierungsparameter fur die Klassifizierung vitaler Zellen nach der Isolierung. Im
Gegensatz zu nicht-adharenten Zellen war auch die langsam-adharente Fraktion noch in der

Lage zu proliferieren und so fur weitere Versuche zuganglich.

5.4.2 Handelt es sich bei den isolierten Zellfraktionen um Keratino-
zyten unterschiedlichen Reifegrades entsprechend der
Klassifizierung in epidermale Stammzellen und transient
amplifizierende Tochterzellen?

Die in-vitro Bedingungen entsprechen denen einer Verletzung der Haut. Dies hat eine
Proliferationsaktivierung der Stammzellen zur Folge. Diese ist wahrscheinlich aufgrund der
vorliegenden serum- und feederzellfreien Kultivierungsbedingungen starker ausgepragt.
Dadurch besitzt die schnell-adharente Fraktion (Stammzellphanotyp) im Gegensatz zu
in-vivo Bedingungen bzw. zur Feederzellkokultivierung eine héhere Proliferationsaktivitat als
die langsam-adharente (Phanotyp determinierte Tochterzelle). Jedoch zeigt die hohe
Proliferationskapazitat der schnell-adharenten Fraktion klar deren Stammzellcharakter. Der
Stammzellphanotyp wird zudem durch eine im Vergleich zu langsam-adharenten Zellen
geringere Zellgrole und Zellgranularitat deutlich. Des Weiteren zeigen auch die
Unterschiede bei der Expression des Stammzellmarkers B1-Integrin, dass es sich bei der
schnell-adharenten Zellfraktion um Keratinozyten mit stammzelltypischen Eigenschaften und
bei der langsam-adharenten, proliferationsfahigen Zellfraktion um transient amplifizierende

Tochterzellen handelt.
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5.4.3 Wie wirken sich die Vitamin-D3-Analoga Calcitriol,
Calcipotriol und Tacalcitol hinsichtlich Toxizitat,
Proliferationsverhalten und Phanotyp auf epidermale
Stammzellen und determinierte Tochterzellen aus?

Calcitriol und Tacalcitol zeigen bei einer Konzentration von 10.000 nM toxische Effekte und
besitzen auch eine vergleichbare Toxizitatskinetik. Die Toxizitatsdaten zeigen apoptotische
Effekte. Calcipotriol weist hingegen in den getesteten Konzentrationsbereichen keine

signifikante toxische Wirkung auf.

Sowohl bei eSZ als auch bei TAZ wird die Proliferationsaktivitdt unter Einfluss der
Vitamin-D3-Analoga einerseits rasch stark herabgesetzt. Andererseits gibt es Hinweise, dass
die Proliferationskapazitat der epidermalen Stammzellen im Vergleich zu deren

Tochterzellen eingeschrankt wird.

Die Vitamin-D3-Analoga unterscheiden sich in der Expression des Stammzellmarkers
B1-Integrin nicht in ihrer Wirkung auf epidermale Stammzellen und transient amplifizierende
Tochterzellen. Jedoch differieren beide Zellfraktionen unter Wirkstoffeinfluss in der
Expression von Zytokeratin 14 (eSZ: Hochregulation; TAZ: keine Anderung). Diese selektive
und schnell detektierbare Anderung der Zytokeratin-14-Expression bei eSZ kdnnte aufgrund

einer zytoprotektiven Wirkung der Vitamin-D3-Analoga zustande kommen.



6 Zusammenfassung und Fazit

Die Eigenschaften von epidermalen Stammzellen wie z.B. ihr enormes
Proliferationspotential, die Fahigkeit zur Selbstreproduktion sowie zur Generierung
determinierter Tochterzellen machen sie zum Regulator der Homdostase der Epidermis, die
eine Balance zwischen Differenzierung und Proliferation erfordert. Aufgrund dessen bilden
epidermale Stammzellen eine interessante Targetstruktur flr die Pharmakotherapie

epidermaler Hauterkrankungen.

Ziel dieser Arbeit war es, Wirkstoffeffekte auf den Phanotyp ,epidermale Stammzelle* zu
identifizieren. Dazu wurden die Stammzellen mit ihren determinierten, noch mitotisch-aktiven
Tochterzellen verglichen. Zunachst erfolgte auf der Basis der Zelladhasivitat an Kollagen IV
die erforderliche Auftrennung einer Basalzellpopulation in die schnell-adharente und die
langsam-adharente Zellfraktion. Die genutzte Methode wurde mittels des Stammzellmarkers
B1-Integrin optimiert und parametrisiert. AnschlieRend erfolgten Untersuchungen der
proliferativen und phanotypischen Eigenschaften der zwei isolierten Zellfraktionen zur
Dokumentation ihrer Diversitat. Die schnell-adhdrente Fraktion zeigte dabei die hdhere
Proliferationsaktivitat (S-Phase-Aktivitat, [*H]-Thymidineinbau, Vitalitat) sowie das hohere
Proliferationspotential (Koloniebildungsfahigkeit). Die Ergebnisse des Zellphanotyps
charakterisieren die schnell-adharente Fraktion in Analogie zur Literatur als die immature
Zellfraktion mit stammzelltypischen Eigenschaften. Der Stammzellmarker pB1-Integrin zeigt
eine signifikant starkere Expression in schnell-adhdrenten Zellen. Auch bei der
Untersuchung von ZellgroRe und Zellgranularitat besitzt die schnell-adharente Fraktion die
hohere Immaturitat. Diese Ergebnisse zeigen die Diversitat der beiden Kollagen-IV-isolierten
Zellfraktionen, wobei die schnell-adharente Zellfraktion Eigenschaften des

Stammzellphanotyps  aufweist  und die langsam-adhéarente  einen héheren
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Differenzierungsgrad besitzt. Diese Ergebnisse rechtfertigten nun die Verwendung der

Begrifflichkeiten ,epidermale Stammzelle* sowie ,transient amplifizierende Tochterzelle®.

Unter Einfluss der Vitamin-D3-Analoga Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol wurden
epidermale Stammzellen und determinierte Tochterzellen hinsichtlich Toxizitat, Proliferation
und Phanotyp untersucht. Die Ergebnisse der Vitalfarbung zeigen bei den epidermalen
Stammzellen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit geringere toxische bzw.
adhasionsvermindernde Effekte als bei den transient amplifizierenden Tochterzellen,
wahrend die Proliferationsaktivitdt (S-Phase-Aktivitat, [*H]-Thymidineinbau, vitales
Zellwachstum) bei beiden Zellklassen gleich stark inhibiert wird. Dagegen zeigt sich bei der
Proliferationskapazitat (Koloniebildungseffizienz), dass diese bei den epidermalen

Stammzellen im Vergleich zu deren Tochterzellen vermindert wird.

Der Effekt von Calcitriol, Calcipotriol und Tacalcitol auf den Phanotyp der Zellen wurde
anhand des Stammzellmarkers B1-Integrin und des basalen Zytoskelettproteins CK14
untersucht. Dabei zeigt sich eine leichte Reduktion der B1-Integrin-Expression. Zwischen
Stammzelle und transient amplifizierender Tochterzelle bestehen dabei aber keine
signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu weist die Untersuchung der
CK14-Expression interessante Unterschiede zwischen beiden Zellklassen auf. Bereits
innerhalb von 24 h steigt die Expression von CK 14 in epidermalen Stammzellen an,
wahrend bei den Tochterzellen keine Anderung sichtbar ist. Dieser Effekt kénnte fiir die
selektive Induzierung protektiver antiapoptotischer Prozesse bei epidermalen Stammzellen

sprechen, da CK14-Expression von dem antiapoptotischen Marker p63 abhangig ist.

Die Wirkstofftherapie hyperproliferativer, chronischer Hauterkrankungen ist eine
Langzeittherapie und muss ein hohes Mall an Sicherheit bieten. Da die epidermalen
Stammzellen als Gewebegenerator fungieren und fir die lebenslange Erneuerung der Haut
verantwortlich sind, kénnen Wirkstoff-bedingte Veranderungen wie z.B. die Reduktion des
Langzeitproliferationspotentials auf die Regenerationsfahigkeit der Haut Einfluss nehmen.
Mit der Identifizierung von stammzellspezifischen Effekten kénnen in der Zukunft besser

Aussagen zu Langzeiteffekten der Arzneistoffe gemacht werden.
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