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Referat und bibliographische Beschreibung

Seitdem in letzter Zeit festgestellt wurde, dass auch Keratinozyten N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptoren tragen, sind diese zunehmend in den Fokus der experimentellen
Dermatologie geriickt. Es konnte u.a. gezeigt werden, dass NMDA-Rezeptoren einen Einfluss
auf die intrazelluldre Calciumkonzentration von Keratinozyten haben. Uber die Wirkung von
NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei Keratinozyten ist dabei wenig bekannt. Fir den bisher
verwendeten, in der neurologischen Forschung etablierten ,Standard“-NMDA-Rezeptor-
Antagonisten MK-801 gibt es Hinweise, dass er am keratinozytdren NMDA-Rezeptor nur
schwach antagonistisch wirksam ist. Zusétzlich sprechen einige Untersuchungen fiir eine
NMDA-Rezeptor-agonistische Wirkung sowie flr ein zytotoxisches Potenzial von MK-801
bei Keratinozyten. Fur andere NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei Keratinozyten gibt es
bisher kaum Daten. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Wirkung der NMDA-
Rezeptor-Antagonisten MK-801, AP 5 und D-Glutamat bei kultivierten normalen humanen
epidermalen  Keratinoyzten (NHEK) bezlglich  Zytotoxizitit, NMDA-Rezeptor-
antagonistischer Wirkung sowie des eigenen Einflusses auf die intrazellulére
Calciumkonzentration untersucht und verglichen. In den mittels Kristallviolett-Methode
durchgefiihrten Zytotoxizitatsuntersuchungen zeigte dabei keiner der Antagonisten eine
zytotoxische Wirkung. Der Einfluss der drei Effektoren auf den durch NMDA induzierten
Calciumeinstrom wurde mittels Fluoreszenzmessung am Laser-Scanning Mikroskop
untersucht. Dabei wiesen alle Substanzen eine signifikante Inhibition des NMDA-induzierten
Calciumeinstroms auf. Fir AP 5 konnte eine Konzentrationsabhéngigkeit der Hemmung des
Caliuminfluxes nachgewiesen werden. Bezliglich des Einflusses der drei Antagonisten selber
auf die intrazelluldre Calciumkonzentration zeigte sich interessanterweise, dass sowohl MK-
801 als auch D-Glutamat zu einer Erhohung derselben fuhren, wahrend AP 5 die
Calciumkonzentration unbeeinflusst lasst. Insgesamt sprechen unsere Daten dafiir, dass AP 5
fir den Einsatz als NMDA-Rezeptor-Antagonist bei Keratinozyten besonders gut geeignet ist
und bei Untersuchungen zur NMDA-Rezeptor-abhdngigen Calciumhomdostase der

Verwendung von MK-801 und D-Glutamat vorgezogen werden sollte.

Waltermann, Katharina: Vergleich der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten MK-801, AP 5
und D-Glutamat bei humanen Keratinozyten. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 64 Seiten, 2009
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1. Einleitung

1.1. Rezeptorgesteuerte Signalibertragung

Fiur das Uberleben eines vielzelligen Organismus ist die Kommunikation der Zellen
untereinander unablésslich. Nur durch den Informationsaustausch der Gewebe und Organe ist
die Regulierung von Wachstum, Differenzierung und Stoffwechsel moglich.

Dabei spielen Rezeptoren eine zentrale Rolle. Ein Rezeptor ist ein Protein-Molekil oder ein
Cluster aus Protein-Molekilen, an das ein Ligand an einer fir ihn spezifischen Stelle bindet,
wodurch der Rezeptor aktiviert und eine zellulare Reaktion vermittelt wird [Mutschler et al.
2001; Humphrey 1997]. Rezeptorproteine konnen in der Zellmembran, im Zytosol oder im
Zellkern lokalisiert sein [Lodish et al. 2001]. Bei den Liganden, die an sie binden, kann es
sich beispielsweise um Hormone, Neurotransmitter oder Vitamine handeln. Die Art der
Signaltransduktion und die ausgeloste Zellantwort ist je nach Rezeptortyp sehr
unterschiedlich. Bei den membranstdndigen Rezeptoren kann man diesbeziiglich drei Klassen
unterscheiden [Mutschler et al. 2001]:

e G-Protein-gekoppelte Rezeptoren: Durch Bindung des Liganden wird ein G-Protein
aktiviert, welches entweder selbst direkten Einfluss auf die Offnung von lonenkanélen
hat oder Uber Bildung eines second messengers wirkt [z.B. cAMP (cyclisches
Adenosin-3',5'-monophosphat), IP3 (Inositoltrisphosphat)]. Beispiele fir G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren sind Adrenalin- oder Serotonin-Rezeptoren.

e Liganden-gesteuerte lonenkandle oder lonenkanalrezeptoren: Das Rezeptormolekiil
besitzt selber einen lonenkanal, der durch Bindung des Liganden getffnet wird. Der
nikotinische Acetylcholinrezeptor ist ein typischer Vertreter dieser Rezeptorgruppe.

e Enzym-assoziierte Rezeptoren: Rezeptoreigene zytosolische enzymatische Doménen
oder an die Rezeptoren gekoppelte intrazellulare Enzyme werden durch Bindung des
Liganden aktiviert. Beispiele sind Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitat wie der
Insulinrezeptor.

AuBer dem endogenen, physiologischen Liganden kdnnen andere, exogene Liganden wie
Pharmaka mit dem Rezeptor interagieren. Dabei werden alle Stoffe, die an den Rezeptor
binden und eine Signaltransduktion durch ihn stimulieren, als Agonisten bezeichnet.
Substanzen, die zwar eine Bindung mit dem Rezeptor eingehen, aber dadurch keine
Signalubertragung hervorrufen, werden Antagonisten genannt [Mutschler et al. 2001]. Ein
wichtiges Mal} zur Charakterisierung von Agonisten und Antagonisten ist ihre Affinitat zum



Rezeptor. Je hoher die Affinitat einer Substanz zum Rezeptor ist, desto grofer ist ihr
Bindungsbestreben zu diesem. Die Fahigkeit, nach der Bindung an einen Rezeptor eine
Wirkung zu vermitteln, ist die intrinsic activity (der deutsche Begriff ,,Wirkaktivitat hat sich
nicht durchgesetzt). Ein Agonist muss also sowohl Affinitat als auch intrinsic activity an
einem Rezeptor besitzen. Anhand der Hohe der relativen intrinsic activity kann man volle und
partielle Agonisten unterscheiden [Mutschler et al. 2001]. Volle Agonisten besitzen eine
relative intrinsic activity von 1 und sind damit in der Lage, den im biologischen System
maximal moglichen Effekt auszulosen, wéhrend Partialagonisten mit einer relativen intrinsic
activity <1 (>0) nur einen Teil der Wirkung des vollen Agonisten erzielen. Sie besitzen also
sowohl agonistische als auch antagonistische Fahigkeiten. Bei Anwesenheit eines vollen
Agonisten in ausreichender Konzentration, schwacht der Partialagonist dessen Wirkung ab,
wirkt also bezogen auf das biologische System teilweise antagonistisch. In Abwesenheit eines
vollen Agonisten oder bei niedrigeren Konzentrationen desselben wirkt der Partialagonist
hingegen agonistisch.

Bei den Antagonisten kann man kompetitive von nicht-kompetitiven Antagonisten
unterscheiden. Erstere konkurrieren mit dem Agonisten um die gleiche Bindungsstelle,
besitzen also eine Affinitdt zum Rezeptor. Sie kdnnen aber selber den Rezeptor nicht
aktivieren, besitzen also keine intrinsic activity. Nicht-kompetitive Antagonisten interagieren
dagegen mit einer anderen Stelle des Rezeptors als der Agonist. Sie verlegen beispielsweise
den lonenkanal des Rezeptors oder erschweren (ber eine Konformationsanderung der
Agonisten-Bindungsstelle dessen Bindung an den Rezeptor [Klinke 2005; Mutschler et al.
2001].

Mit Hilfe der Rezeptorforschung kénnen physiologische und pathophysiologische Vorgange
in Organen und Organsystemen verstanden werden. Die Rezeptoren werden so auch zu einem
zentralen Angriffspunkt der pharmakologischen Forschung. Die Selektivitat, mit der
Agonisten und Antagonisten an einen bestimmten Rezeptor binden, macht sie interessant fur
die Entwicklung von Medikamenten. Durch die Entwicklung von Hormon- oder
Transmitteranaloga, aber auch durch die Neuentwicklung synthetischer Agonisten und
Antagonisten kdnnen gezielt bestimmte Rezeptoren oder Rezeptorsubtypen in ihrer Aktivitat
beeinflusst werden [Black 1998].

In den letzten zwanzig Jahren hat sich auch die dermatologische Forschung verstarkt der
Identifizierung sowie der Funktions- und Bedeutungsanalyse von Rezeptoren in der
Epidermis zugewandt, die ein reiches Netzwerk aus Rezeptoren verschiedener Art besitzt:



Rezeptoren fur Zytokine [Ansel et al. 1990], Wachstumsfaktoren [Hashimoto 2000],
Vitamine [Zouboulis 2000], Hormone [Zouboulis 2000], Neuropeptide und Neurotransmitter
[Pincelli, Marconi 2000, Song et al. 2000, Schallreuter 1997, Pullar et al. 2006]. Die Liganden
wie Hormone oder Neurotransmitter entstammen dabei einerseits aus anderen Organsystemen
und gelangen Uber das Nerven- oder Blutsystem in die Epidermis. Andererseits besitzt die
Haut und insbesondere die Epidermis als autonomes Organ selber viele
Selbstregulierungsmechanismen mit eigener Produktion von Liganden, die autokrin oder
parakrin wirken. Wichtige Vertreter von Liganden, welche auf Keratinozyten wirken, bzw.
von ihnen produziert werden, sind z.B. IGF-1 (Insulin-like growth factor 1; Forderung der
keratinozytdren Proliferation), a-MSH (a-Melanozyten-stimulierendes Hormon; Stimulation
von Zellproliferation und Histamin-Ausschittung bei Keratinozyten, Modulation der
keratinozytaren Zytokinproduktion), Glukokortikoide (keratinozytdre Differenzierung),
Vitamin D (antiproliferative, antiinflammatorische, und differenzierungsfordernde Wirkung
auf Keratinozyten), Retinoide (antiproliferativ, differenzierungsfordernd) und TNFa
(Tumornekrosefaktor a; proinflammatorisch, Apoptose-induzierend) [Aufiero et al. 2007,
Zouboulis 2000, Xie et al. 2002]. In letzter Zeit wurde das Augenmerk der epidermalen
Rezeptorforschung verstarkt auf neurogene Rezeptoren gelenkt, also Rezeptoren, die
vorwiegend im Nervensystem vorkommen oder hier zuerst beschrieben wurden und an denen

Neurotransmitter oder Neuropeptide als Liganden fungieren.

1.2. Neurogene Rezeptoren der Epidermis

In der aktuellen Literatur werden eine Reihe neurogener Rezeptoren bei Keratinozyten
beschrieben wie muskarinische und nikotinische Acetylcholinrezeptoren [Grando et al. 2006],
o- und B-Adrenozeptoren [Grando et al. 2006], Neurokoninrezeptoren [Song et al. 2000] und
NGF-Rezeptoren (Nerve growth factor-Rezeptoren) [Pincelli, Marconi 2000]. Ihre
Funktionen und Wirkmechanismen sind vielfaltig. Uber eine Regulierung der intrazellularen
Calciumkonzentration Uben viele vermutlich einen Einfluss auf Wachstum und
Differenzierung der Keratinozyten aus. Einen weiteren Vertreter neurogener Rezeptoren in
der Epidermis stellt die Familie der Glutamatrezeptoren dar, welche zunehmend in der
experimentellen Dermatologie untersucht werden [Morhenn et al. 1994, Morhenn et al. 2004,
Nahm et al. 2004, Fuziwara et al. 2003, Fischer et al. 2004 a +b, Fischer et al. 2006].



1.3. Glutamatrezeptoren

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Zentralen Nervensystem
(ZNS). Etwa 50% der Neuronen besitzen Glutamatrezeptoren, mit der grofiten Dichte im
Telenzephalon und Hippocampus [Klinke 2005]. Daneben kommen Glutamatrezeptoren aber
auch im peripheren Nervensystem sowie in nicht-neuronalen Geweben vor, z.B. in den
Inselzellen des Pankreas, Osteoblasten, Osteoklasten, Megakaryozyten und Keratinozyten
[Skerry, Genever 2001].

1.3.1. Allgemeiner Aufbau und Funktion von Glutamatrezeptoren
Es konnen zwei Klassen von Glutamatrezeptoren unterschieden werden: ionotrope und

metabotrope Glutamatrezeptoren (Abbildung 1) [Kew, Kemp 2005].

Glutamat-Rezeptoren

lonotrope Glutamat-Rezeptoren Metabotrope Glutamat-Rezeptoren

Kainat- AMPA-
Rezeptoren Rezeptoren

Abbildung 1: Subtypen der Glutamatrezeptoren

Metabotrope Glutamatrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die Uber die
Aktivierung von second messengern (IP3) Calcium aus intrazelluldren Speichern wie dem
endoplasmatischen Retikulum freisetzen oder auch direkt Uber die G-Proteine lonenkanéle
Offnen konnen [Kew, Kemp 2005; Skerry, Genever 2001]. Die metabotropen
Glutamatrezeptoren wurden erst 1991 identifiziert [Masu et al. 1991, Houamed et al. 1991],
Uber sie ist daher bislang wenig bekannt. Ihnen wird eine eher regulierende Rolle im
Nervensystem zugesprochen.

lonotrope Glutamatrezeptoren sind ligandengesteuerte nicht-selektive Kationenkanéle. Sie
vermitteln einen Natrium- und Calcium-Einstrom vom Extrazellularraum in die Zelle. Es

handelt sich um Tetra- oder Pentamere, die aus verschiedenen Untereinheiten bestehen. Der



N-Terminus ist extrazellular, der C-Terminus intrazellulér lokalisiert. Dazwischen liegen drei
transmembrandse Domanen (M1, M3, M4), sowie eine auf der zytoplasmatischen Seite
gelegene, in die Membran eintretende, aber sie nicht durchquerende Schleife (M2)
[Dingledine et al. 1999]. Diese Schleife stellt die lonenkanal-formierende Doméne dar [Kew,
Kemp 2005]. Die Liganden-Bindungsstelle wird von Polypeptiden des N-Terminus (S1-
Region) und Polypeptiden der extrazellularen Schleife zwischen M3 und M4 (S2-Region)
gebildet [Mayer, Armstrong 2004; Armstrong et al. 1998] (Abbildung 2). Die ionotropen
Glutamatrezeptoren werden nach den urspringlich an ihnen als selektive Agonisten
identifizierten Stoffen in drei Gruppen eingeteilt: AMPA- (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolpropionat), Kainat- (2-Carboxy-3-Carboxymethyl-4-Isopropenylpyrrolidin)  und
NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) Rezeptoren (Abbildung 1).

B AP RO
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau ionotroper Glutamatrezeptoren

1.3.2. Aufbau und Funktion des NMDA-Rezeptors
NMDA-Rezeptoren sind heteromere Komplexe, also aus verschiedenen Untereinheiten

zusammengesetzte Rezeptoren. Es existieren drei Klassen von Untereinheiten (NR1, NR2,
NR3), die wiederum mehrere Varianten umfassen (NR2 A-D, NR3 A und B) [Kew, Kemp
2005] (Abbildung 3). Funktionelle NMDA-Rezeptoren bestehen dabei aus NR1 und
mindestens einer Variante von NR2 [Kutsuwada et al. 1992; Monyer et al. 1992], zusatzlich
dazu kann noch NR3 beteiligt sein [Sun et al. 1998; Kew, Kemp 2005]. Bei einem
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funktionierenden Rezeptormolekil handelt es sich mindestens um ein Tetramer, also ein aus
vier Untereinheiten bestehendes Molekil. Dieses setzt sich meist aus zwei NR1-
Untereinheiten und zwei NR2-Untereinheiten zusammen, ggf. kann eine NR2- durch eine
NR3-Untereinheit ausgetauscht werden, oder es kann zusétzlich noch eine NR2- oder NR3-
Untereinheit hinzukommen, so dass es sich dann um ein Pentamer handelt [Al-Hallag et al.
2002; Kew, Kemp 2005]. Die Art der Kombination der verschiedenen Untereinheiten ist je
nach Ort und Zeit unterschiedlich [Al-Hallag et al. 2002]. So sind beispielsweise NR2A und
NR2B vorrangig im Vorderhirn, NR2C im Kleinhirn und NR2D v.a. im Mittelhirn und
Diencephalon lokalisiert [Monyer et al. 1992, 1994; Kutsuwada et al. 1992; Ishii et al. 1993;
Rigby et al. 1996]. NR3A und NR2C werden v.a. wahrend der Hirnentwicklung exprimiert
[Kew, Kemp 2005]. Die unterschiedlichen NR2- und NR3-Subtypen in einem
Rezeptorkomplex bilden die Basis fiir die funktionellen Unterschiede der Rezeptoren. So sind
die verschiedenen NR2-Untereinheiten fur Differenzen in der Affinitat und Effektivitat von
Agonisten und Antagonisten sowie der Sensitivitdt fur die Magnesium-Blockade (s.u.)
verantwortlich [Ishii et al. 1993]. Rezeptoren mit einer NR3-Untereinheit haben eine
geringere Calcium-Permeabilitat [Kew, Kemp 2005].

Die Funktion von NMDA-Rezeptoren ist am besten im ZNS untersucht. Uber eine
Beeinflussung der synaptischen Plastizitat sind NMDA-Rezeptoren an hdheren Prozessen wie
Lernen und Gedéchtnis beteiligt [Asztély, Gustafsson 1996; Maren, Baudry 1995]. Weiterhin
kann der NMDA-Rezeptor durch tberméRige Stimulation, z.B. wéhrend einer Ischdmie bei
einem Schlaganfall, zu Nervenschédigungen fihren (Exzitotoxizitat) [Meldrum, Garthwaite
1990; Doble 1999]. Auch an neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder
Morbus Alzheimer sind NMDA-Rezeptoren vermutlich beteiligt [Doble 1999].

NMDA-R1

Abbildung 3: Komponenten des NMDA-Rezeptors

1.3.3. Agonisten am NMDA-Rezeptor
Neben dem namensgebenden NMDA, einem synthetischen Analogon von Aspartat, binden

auch das physiologisch im Nervensystem vorkommende L-Aspartat und L-Glutamat als
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Agonisten an den NMDA-Rezeptor [Dingledine et al. 1999; McBain, Mayer 1994]. Die S1-
und S2-Region bilden eine Art Bindungstasche fir diese Agonisten (Abbildung 2) [Mayer,
Armstrong 2004]. Ihre Bindung bewirkt eine Konformationsanderung des Rezeptormolekiils
und dadurch eine Offnung des lonenkanals [Mayer, Armstrong 2004]. Durch ihn gelangen
Calcium- und Natrium-lonen vom Extra- in den Intrazellularraum und umgekehrt Kalium-
lonen vom Intra- in den Extrazellularraum. Die Bindungsstelle fir Glutamat, NMDA und
Aspartat ist auf der NR2-Untereinheit lokalisiert (Abbildung 4) [Laube et al. 1997; Anson et
al. 1998].

Zu seiner Aktivierung benotigt der NMDA-Rezeptor neben einem Agonisten an der
Glutamat-Bindungsstelle noch Glycin. Dabei hat offenbar Glutamat die maligebende
Neurotransmitter-Rolle, da es aktivitatsabhangig von den présynaptischen Endigungen
ausgeschuttet wird, wahrend Glycin mit einer konstanteren Konzentration im synaptischen
Spalt vorhanden ist und also mehr modulierend wirkt [Johnson, Ascher 1987; Kemp, Leeson
1993]. Fdir einen funktionellen NMDA-Rezeptor werden zwei Glutamat- und zwei Glycin-
Bindungsstellen benétigt [Benveniste, Mayer 1991; Priestley, Kemp 1994]. Die Glycin-
Bindungsstelle ist dabei im Gegensatz zur Glutamat-Bindungsstelle auf der NR1-Untereinheit
lokalisiert (Abbildung 4) [Hirai et al. 1996; Kuryatov et al. 1994]. Ein NMDA-Rezeptor

besteht also wie oben genannt in der Regel aus zwei NR1- und zwei NR2-Untereinheiten.

H+
cYs \\ NR3cys

Polyamine

.......'NRl

NR2

Na' Ca*

Abbildung 4: Schematischer Aufbau des NMDA-Rezeptors (nach [Kemp, Kew 1998])



1.3.4. Antagonisten am NMDA-Rezeptor
Mit seiner komplexen Struktur bietet der NMDA-Rezeptor mehrere Angriffspunkte fir

verschiedene Antagonisten. Die Glutamat- und Glycin-Bindungsstellen sind Ziele
kompetitiver Antagonisten. Der lonenkanal kann durch nicht-kompetitive Antagonisten
verlegt werden. Dariiberhinaus besitzt der NMDA-Rezeptor mehrere Stellen, an denen
endogene und exogene Modulatoren angreifen. So kann neben dem oben genannten
spannungsabhangigen Block durch Magnesium auch eine Blockierung durch Zink erfolgen
[Peters et al. 1987; Westbrook, Mayer 1987; Christine, Choi 1990]. Weiterhin kdnnen
Protonen [Tang et al. 1990], Polyamine [Rock, Macdonald 1995] sowie die Reduktion und
Oxidation extrazellularer Cystein-Reste [Aizenman et al. 1989] einen Einfluss auf die
NMDA-Rezeptor-Aktivitat haben (Abbildung 4).

Die bestuntersuchten nicht-kompetitiven Antagonisten sind die dissoziativen Anasthetika
Ketamin, Phencyclidin (PCP) und Dizocilpin (MK-801). Es handelt sich um lonenkanal-
Blocker, welche alle an derselben Stelle im Kanal binden [Hiramatsu et al. 1989; Kemp, Kew
1998]. Am etabliertesten und am meisten verwendet in der neurologischen Forschung ist
dabei MK-801. MK-801 hat eine hohe Affinitdt zum NMDA-Rezeptor, was mit einer hohen
antagonistischen Potenz korreliert [Wong et al. 1986, Woodruff et al. 1987]. In verschiedenen
Studien zeigte sich MK-801 zwei- bis zehnmal bzw. 20-40mal wirksamer als PCP [Koek et
al. 1988, Hiramatsu et al. 1989]. Eine vollstandige Unterdriickung der NMDA-Antwort durch
MK-801 bei neuronalen Zellen ist schon bei niedrigen Konzentrationen (75 nM) mdoglich
[Wong et al. 1986]. Die Blockade von MK-801 ist nutzungsabhangig, d.h. MK-801 bindet an
durch Glutamat oder andere Agonisten aktivierte, also offene Rezeptoren, was damit erklart
werden kann, dass MK-801 nur bei offenem lonenkanal an seine Bindungsstelle im Kanal
gelangen kann [Wong et al. 1986; Huettner, Bean 1988; MacDonald et al. 1991; Foster, Wong
1987; Halliwell et al. 1989, Woodruff et al. 1987]. Auch die Aufhebung der Blockade ist
wiederum von der Anwesenheit von Agonisten abhangig, da nur bei offenem Kanal eine
Dissoziation von der Bindungsstelle im Kanal moglich ist [Huettner, Bean 1988; Halliwell et
al. 1989]. Ein weiteres Merkmal von MK-801 ist, dass die Losung der MK-801-vermittelten
Blockade spannungsabhangig ist [Huettner, Bean 1988; MacDonald et al. 1991, Halliwell et
al. 1989]. Bei positiven MembranPotenzialen 16st sich MK-801 schneller von seiner
Bindungsstelle im Kanal. Wahrend zun&chst angenommen wurde, dass dies mit der positiven
Ladung von MK-801 zusammenhangt [Huettner, Bean 1988], wurde spéter festgestellt, dass
die Spannungsabhangigkeit nicht mit der Ladung der Kanal-Blocker korreliert und es wurde

postuliert, dass der bei positiven Potenzialen vorliegende zellauswarts gerichtete



Kationenstrom MK-801 von seiner Bindungsstelle 16st [MacDonald et al. 1991]. MK-801 ist
bei Neuronen an Glutamatrezeptoren sehr selektiv und wirkt hier nur an NMDA-Rezeptoren
[Wong et al. 1986].

Die Nutzungsabhdngigkeit von MK-801 und anderen lonenkanalblockern bietet einen
mdoglichen therapeutischen Vorteil. Indem aktive Rezeptoren geblockt werden, wéhrend
ruhende Rezeptoren unbeeinflusst bleiben, kdnnte ein guter neuroprotektiver Effekt mit nur
geringen Nebenwirkungen erzielt werden. Dem gegeniber steht jedoch die hohe Affinitét der
NMDA-lonenkanalblocker, welche eine geringe Reversibilitat der Blockung und somit
Nebenwirkungen zur Folge hat [Kemp, Kew 1998].

Die Grundlage fir eine GroRzahl kompetitiver Antagonisten an der Glutamatbindungsstelle
bilden die Beginn der 1980er Jahre von Watkins und Mitarbeitern entwickelten D-
Aminosaure-m-Phosphonséure-Analoge von Glutamat, D-2-Amino-5-phosphonovalerat (D-
AP 5) und D-2-Amino-7-phosphonoheptanoat (D-AP 7). Es handelt sich hierbei um
Phosphono-Derivate kurzkettiger Aminosduren mit polarer Struktur [Kemp, Kew 1998;
Dingledine et al. 1999]. Diese macht das Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke schwer, ist aber
offenbar VVoraussetzung fiir die hohe Affinitat der Antagonisten zum NMDA-Rezeptor [Kew,
Kemp 2005; Jane et al. 1995]. In der Regel besitzen diese Antagonisten keine ausgepragte
NMDA-Rezeptor-Subtypen-Selektivitat. AP 5 ist ein hochpotenter und selektiver NMDA-
Rezeptor-Antagonist [Davies et al. 1981; Evans et al. 1982; Evans, Watkins, 1981] und gehort
heute in der experimentellen Neurologie nach wie vor zu den am haufigsten eingesetzten
Vertretern dieser Gruppe [Jafari-Sabet 2006; Blaise et al. 2005; Baunez, Amalric 1996]. Es
existieren zwei optische Isomere von AP 5: D- und L-AP 5. Von diesen besitzt D-AP 5 die
héhere antagonistische Potenz [Davies, Watkins 1982]. Hohe Konzentrationen scheinen auch
eine antagonistische Wirkung an einer Subpopulation von Quisqualat-Rezeptoren zu haben,
wobei die L-Form hier starker wirksam ist [Raigorodsky, Urca 1990]. Einzelne Berichte Uber
NMDA-Rezeptor-agonistische Effekte von AP 5 bei in vivo-Untersuchungen existieren [Hara
et al. 1997; Carrozza et al. 1992]. Klinische Studien kompetitiver NMDA-Rezeptor-
Antagonisten mussten bisher wegen der starken Nebenwirkungen abgebrochen werden
[Kemp, Kew 1998].

In jlngerer Zeit wurde das Augenmerk verstarkt auf die Entwicklung atypischer nicht-
kompetitiver Antagonisten mit einer Selektivitat fiir bestimmte NMDA-Rezeptor-Subtypen
gelegt. Zu nennen sind hier das Phenylethanolamin Ifenprodil und seine neueren Analoga
[Reynolds, Miller 1989; Fischer et al. 1997]. Der Wirkmechanismus ist nicht vollstandig

geklart, vermutlich bindet es nahe der Polyamin-Bindungsstelle bzw. tberlappend mit dieser



[Kemp, Kew 1998]. Ein weiterer Vorteil neben der Suptypselektivitét ist wie bei MK-801 die
nutzungsabhangige Aktivitat dieser Antagonisten, welche zur Minderung eventueller

Nebenwirkungen beitragen kann.

1.4. NMDA-Rezeptoren in der Haut

Uber NMDA-Rezeptoren in der Haut ist bislang noch wenig bekannt. Man kann
unterscheiden zwischen NMDA-Rezeptoren im Nervensystem der Haut und NMDA-
Rezeptoren an nicht-neuronalen Zellen der Haut. Erstere sind bisher genauer untersucht. So
wurden z.B. an unmyelinisierten Axonen der epidermo-dermalen Junktionszone NDMA-
Rezeptoren gefunden [Davidson et al. 1997; Kinkelin et al. 2000]. Diese sind an der
Modulation der Nozizeption und der mechanischen und thermischen Sensitivitat beteiligt
[Davidson et al. 1997; Du et al. 2003]. Auch Merkel-Zellen der Epidermis Ubertragen
mechano-elektrische Signale an in der Epidermis lokalisierte Nervenendigungen (iber einen

Glutamat-mediierten Mechanismus [Fagan, Cahusac 2001].

1.4.1. NMDA-Rezeptoren bei Keratinozyten - Verteilung, Funktion und
Bedeutung

1994 wurde von Morhenn et al. erstmals ein NMDA-Rezeptor an Keratinozyten
nachgewiesen [Morhenn et al. 1994 (NMDAR1-mRNA in humanen Keratinozyten)]. Seitdem
sind NMDA-Rezeptoren von Keratinozyten zunehmend in den Fokus der experimentellen
dermatologischen Forschung geriickt. Die Existenz von NMDA-Rezeptoren bei
Keratinozyten konnte von mehreren Arbeitsgruppen bestétigt werden [Genever et al. 1999
(NMDAR1-, NMDAR2A/B-Protein in Rattenkeratinozyten); Fischer et al. 2004a; Morhenn et
al. 2004; Nahm et al. 2004 (jeweils NMDARZ1-Protein in humanen Keratinozyten)]. Als
epidermaler NMDA-Rezeptor-Subtyp in humanen Keratinozyten wurde kirzlich NMDAR2D
identifiziert, was mit bestimmten Eigenschaften des keratinozytaren NMDA-Rezeptors wie
Agonisten- und Antagonisten-Affinitat sowie Ausmal} der Blockung durch Magnesium-lonen
verknUpft sein kann [Fischer et al. 2006]. Als Hinweis auf die Funktionalitat und Relevanz
der NMDA-Rezeptoren wurden zusatzlich verschiedene Glutamattransporter in Keratinozyten
gefunden [Genever et al. 1999].

Uber die Verteilung der NMDA-Rezeptoren innerhalb der Epidermis existieren
unterschiedliche Ergebnisse. Fischer et al. konnten in menschlicher gesunder Haut die groRte

Dichte der NMDA-Rezeptoren im Stratum granulosum messen [Fischer et al. 2004a, 2004b].
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In einer anderen Studie von Genever et al. wurden dagegen NMDA-Rezeptoren in neonataler
und adulter Rattenhaut nur im Stratum basale nachgewiesen [Genever et al. 1999]. Nahm et
al. stellten NMDA-Rezeptoren in der gesamten menschlichen Epidermis fest, mit
Akkumulation im Stratum basale [Nahm et al. 2004]. In embryonaler Rattenhaut ist der
NMDA-Rezeptor in der gesamten Epidermis gleich verteilt zu finden [Genever et al. 1999].
Die genannten Unterschiede sind vermutlich durch den verschiedenen Ursprung der Gewebe
(Mensch, Ratte) sowie den unterschiedlichen Entwicklungsgrad der Keratinozyten
(embryonal, neonatal, adult) bedingt [Fischer et al. 2004a, 2004b; Genever et al. 1999; Nahm
et al. 2003]. Der Unterschied zwischen den Ergebnissen von Fischer und Nahm kdénnte durch
die klrzere Inkubationszeit des priméren Antikorpers von 1h bei Nahm im Gegensatz zu 12h
Fischer erklart werden [Fischer et al. 2004a, 2004b; Nahm et al. 2003].

Auch bei Keratinozyten vermitteln NMDA-Rezeptoren eine Erhdéhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration [Fischer et al. 2004a, Morhenn et al. 2004, Fuziwara et al. 2003, Nahm
et al. 2004]. Bei normalen, aus neonataler humaner Vorhaut stammenden Keratinozyten kann
durch Stimulation mit NMDA bei bis zu 100% der Zellen ein Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration gemessen werden (Nahm et al.: 100%, Fischer et al.: 95.5%), bei
Human adult low calcium high temperature (HaCaT)-Keratinozyten, einer immortalisierten
Keratinozytenzelllinie, ist der Anteil etwas geringer (84,6%) [Fischer 2004a; Nahm et al.
2004]. Ahnliche Zahlen wie bei den HaCaT-Zellen wurden auch bei Neuronen festgestellt
(bis zu 86% reaktive Zellen bei Hippocampus-Neuronen in Kultur) [Takahashi et al. 2002].
Es existieren jedoch auch niedrigere Zahlen bei Fuziwara et al. (31% reaktive Zellen; humane
Keratinozyten unklaren Ursprungs) und Morhenn et al. (40% reaktive Zellen; humane
Keratinozyten in Suspension, Stimulation mit Glutamat).

Dass Calcium eine bedeutende Rolle bei der Regulierung von Proliferation und
Differenzierung der Keratinozyten spielt, ist seit langerem bekannt [Hennings et al. 1980].
Dabei wurde das Augenmerk bisher vor allem auf die Verknupfung von extra- und
intrazellularer Calciumkonzentration gerichtet. Es wurde festgestellt, dass die Anhebung der
extrazelluldren Calciumkonzentration iber 0,1mM den Differenzierungsprozess induziert und
die Proliferation hemmt [Hennings et al. 1980; Hennings, Holbrook 1983; Eckert 1989]. Dies
wird vermittelt Gber eine der extrazellularen Calciumkonzentrationserhéhung folgende
Steigerung der intrazellularen Calciumkonzentration, die fur die Induktion der Expression von
Differenzierungsmarker-Genen sorgt (z.B. fir Filaggrin und Transglutaminase). Fir die
Vermittlung zwischen extrazellularem und intrazellularem Calciumkonzentrationsanstieg

wurde der Calcium Sensing Receptor (CaR) als wichtiges Signalprotein identifiziert [Oda et

11



al. 1998; Bikle et al. 1996; Tu et al. 2001]. Der CaR ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor,
der Uber die Aktivierung von Phospholipase C und Inositoltrisphophat (IP3) mit Bindung von
IP3 am IP3-Rezeptor intrazelluldrer Calciumspeicher schlieB8lich eine Calciumfreisetzung aus
diesen Speichern induziert, welche wiederum, wie oben genannt, einen transmembrangsen
Calciuminflux aus dem Extrazellularraum triggert [Chattopadhyay et al. 1996; Hebert, Brown
1995].

Dass die Calciumkonzentration einen Einfluss auf die Differenzierung hat, wird gestitzt
durch die Existenz eines intrazelluldren intraepidermalen Calciumgradienten mit hdchsten
Werten im Stratum granulosum [Elias et al. 1998; Menon et al. 1985]. Dieser Gradient deckt
sich ebenfalls mit der von Fischer festgestellten hdchsten Dichte der NMDA-Rezeptoren im
Stratum granulosum [Fischer et al. 2004a].

In den letzten Jahren konnte die Annahme, dass eine Aktivierung des NMDA-Rezeptors die
Differenzierung der Keratinozyten fordert, in einigen Studien erhartet werden. So wurde
gezeigt, dass der NMDA-Rezeptor-Antagonist MK-801 die Verhornung und die Expression
der Differenzierungsmarker Filaggrin und Cytokeratin 10 hemmt [Fischer et al. 2004a + b].
Mit MK-801 behandelte Keratinozyten in Kultur zeigen weiterhin morphologisch eine
Hemmung der Differenzierung [Fischer et al. 2004a; Morhenn et al. 2004]. Beziglich des
Einflusses von NMDA-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten auf die Proliferation sind die
Ergebnisse sehr heterogen. Es gibt Hinweise darauf, dass NMDA keinen Einfluss auf die
Keratinozyten-Proliferation hat [Fischer et al. 2004a], aber auch dafiir, dass NMDA die
Proliferation hemmt [Nahm et al. 2004] oder die (Hyper-) Proliferation steigert [Fuziwara
2003], ebenso wie dafir, dass MK-801 die Proliferation inhibiert [Genever et al. 1999,
Morhenn et al. 2004]. Insgesamt Uberwiegen jedoch eher Daten, die dafur sprechen, dass
NMDA die Proliferation hemmt bzw. keinen Einfluss auf die Proliferation hat. Auch auf die
Wundheilung und die Wiederherstellung der Hautbarriere nach deren Schadigung scheint der
NMDA-Rezeptor einen Einfluss zu haben. Die Daten sprechen dabei bisher eher fur eine
hemmende Wirkung von NMDA auf diese Prozesse [Nahm et al. 2004; Fuziwara et al.
2003].

Uber seinen Einfluss auf die epidermale Calciumhomoostase ist der NMDA-Rezeptor
offenbar in viele physiologische Prozesse der Haut wie Differenzierung, Proliferation,
Wundheilung und Barrierehomdostase miteinbezogen und wird damit auch zu einer
mdoglichen  Ursache pathophysiologischer Vorgange mit der Mdoglichkeit deren
pharmakologischer Beeinflussung. Es existieren erste Hinweise auf eine mdgliche

pathogenetische Bedeutung von NMDA-Rezeptoren bei Hauterkrankungen, die mit einer
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Parakeratose einhergehen. So sind Erkrankungen wie die Psoriasis vulgaris von einem Verlust
des Stratum granulosums und damit auch von NMDA-Rezeptoren gekennzeichnet. Die bei
der Psoriasis bekannte gestorte Calciumhomdostase mit fehlendem intraepidermalem
Calciumgradienten konnte daher mit dem Fehlen der NMDA-Rezeptoren zusammenhéngen
und flr die parakeratotische Verhornung verantwortlich sein [Fischer et al. 2004b]. Auch bei
anderen Erkrankungen, wie z.B. der atopischen Dermatitis oder Hautalterungsprozessen wird
eine gestorte Calciumhomdostase vermutet [Forslind et al. 1999], so dass auch hier ein

Zusammenhang mit NMDA-Rezeptoren denkbar ware.

1.4.2. Antagonisten an keratinozytaren NMDA-Rezeptoren
Wie in der neurologischen Forschung wird auch in der experimentellen Dermatologie bisher

der ,Standard“-NMDA-Rezeptor-Antagonist MK-801 verwendet. Morhenn et al. konnten
erstmals 1994 eine Bindung von MK-801 an Keratinozyten nachweisen. Spéater konnte
gezeigt werden, dass MK-801 in der Lage ist, den NMDA-induzierten Calciumeinstrom in
Keratinozyten zu hemmen [Nahm 2004] und dass auch bezilglich Proliferation und
Differenzierung eine NMDA-antagonistische Wirkung von MK-801 bei Keratinozyten
verzeichnet werden kann [Fuziwara 2003, Morhenn 2004, Fischer 2004 a +b]. Insgesamt
scheint MK-801 jedoch bei Keratinozyten im Vergleich zu Nervenzellen eine schwachere
antagonistische Wirkung zu haben. So wurde von Morhenn et al. anhand von
Sattigungskurven eine geringere Bindungsaffinitit von MK-801 bei Keratinozyten im
Vergleich zu Neuronen nachgewiesen [Morhenn 1994]. Es gibt jedoch auch im Gehirn
Hinweise auf eine MK-801-Bindungsstelle mit niedriger Affinitat, welche der Bindungsstelle
bei Keratinozyten entsprechen kdnnte [Kornhuber et al. 1989]. Weiterhin wurde gezeigt, dass
MK-801 bei Keratinozyten in Suspension nicht, wie zu erwarten, den Calciuminflux hemmt,
sondern im Gegenteil selber zu einem Calciumeinstrom fuhrt, der sogar starker ist als der
durch Glutamat induzierte (95% reaktive Zellen versus 40% reaktive Zellen) [Morhenn et al.
2004].

Beziglich der Hemmung des NMDA-induzierten Calciumeinstroms bei konfluenten
Keratinozyten in Kultur gibt es Daten, die auf eine eher schwéachere NMDA-Rezeptor-
antagonistische Wirkung von MK-801 bei Keratinozyten hinweisen. Fischer et al. konnten
zeigen, dass MK-801 in ublichen Konzentrationen (100uM) bei normalen neonatalen
humanen Keratinozyten zwar den NMDA-induzierten Calciuminflux signifikant hemmt,
44,4% der Zellen von MK-801 jedoch unbeeinflusst bleiben und eine NMDA-vermittelte

Steigerung der intrazelluldren Calciumkonzentration aufweisen [Fischer et al. 2004a]. Bei
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HaCaT-Zellen scheint MK-801 eine hohere Potenz zu besitzen. Die gleiche MK-801-
Konzentration hemmt hier bei einem hoheren Zellanteil den Calciuminflux als bei normalen
Keratinozyten, es bleiben aber auch hier 23,1% der Zellen noch reaktiv, was jedoch keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle darstellt [Fischer et al. 2004a]. Um eine fast
komplette Inhibition des NMDA-vermittelten Calciumeinstroms zu erzielen, bendtigt man bei
HaCaT-Zellen eine MK-801-Konzentration von 300uM (5,3% reaktive Zellen) [Fischer et al.
2004a). Ab Konzentrationen von 200uM wurde jedoch ein zytotoxisches Potenzial fir MK-
801 nach 24-stiindiger Inkubation der Keratinozyten (HaCaT) beschrieben [Fischer et al.
2004a]. Auch bei normalen neonatalen humanen Keratinozyten wurde eine zytotoxische
Wirkung nach 48-stindiger Behandlung mit MK-801 ab einer Konzentration von 50uM
gezeigt [Fischer et al. 2004b].

In einem Versuch von Morhenn et al., in dem der Einfluss von NMDA und MK-801 auf die
Keratinozyten-Morphologie verglichen wurde, konnte weiterhin ein ahnlicher und nicht ein
gegensétzlicher Effekt beider Liganden (netzartiges Wachstum) festgestellt werden, was
ebenfalls daftr spricht, dass MK-801 bei Keratinozyten anders wirkt als bei Nervenzellen
[Morhenn et al. 1994].

Der bisher bei Keratinozyten am hadufigsten verwendete und am besten untersuchte NMDA-
Rezeptor-Antagonist MK-801 scheint also aufgrund der aktuellen Datenlage als Antagonist
bei Keratinozyten aufgrund seiner schwachen antagonistischen Potenz bzw. laut einer Studie
sogar fraglichen agonistischen Eigenschaften sowie des mdglichen zytotoxischen Potenzials
fur die experimentelle Dermatologie und ggf. auch fir den moglichen pharmakologischen
Einsatz nicht optimal zu sein. Uber die Wirkung weiterer NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei
Keratinozyten gibt es nur wenige Daten. Der kompetitive NMDA-Rezeptor-Antagonist AP 5
wurde bisher in zwei Studien eingesetzt, in denen er in Bezug auf die keratinozytéare
Calciumkonzentration und  Hautbarrierewiederherstellung  eine  NMDA-Rezeptor-
antagonistische Wirkung zeigte [Fuziwara et al. 2003, Nahm et al. 2004]. Weiterhin wurde in
einer der beiden Studien auch D-Glutamat, aus der Neurologie eigentlich als unspezifischer
NMDA-Rezeptor-Agonist bekannt, eingesetzt und zeigte hier in Bezug auf die
Barrierefunktion der Haut eine NMDA-Rezeptor-antagonistische Aktivitat. Eine
abschlieRende Bewertung der Wirksamkeit der verschiedenen NMDA-Rezeptor-Antagonisten
ist aufgrund der Datenlage aktuell nicht moglich. Diese Arbeit hat daher zum Ziel, die
antagonistischen (und mdoglichen agonistischen) Eigenschaften der aus der Neurologie
bekannten NMDA-Rezeptor-Liganden MK-801, D-Glutamat und AP 5 an Keratinozyten zu
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untersuchen und zu vergleichen und so der Frage nachzugehen, ob es einen geeigneteren
NMDA-Rezeptor-Antagonisten als MK-801 flir Keratinozyten gibt.
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2. Fragen und Ziele der Arbeit

Wie oben ausgefuhrt, gibt es Hinweise darauf, dass MK-801 am keratinozytdren NMDA-
Rezeptor nur schwach antagonistisch wirksam ist. Auch gibt es Untersuchungen, die fiir eine
NMDA-Rezeptor-agonistische Wirkung sowie fiir ein zytotoxisches Potenzial von MK-801
bei Keratinozyten sprechen. Andere NMDA-Rezeptor-Antagonisten sind bei Keratinozyten
bisher kaum untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollen daher folgende Fragen untersucht

und beantwortet werden:

1. Besitzen die NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801, AP 5 und D-Glutamat bei
Keratinozyten ein zytotoxisches Potenzial?

2. Haben die NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801, AP 5 und D-Glutamat auch bei
Keratinozyten einen hemmenden Einfluss auf den NMDA-induzierten
Calciumeinstrom? Besteht ggf. ein Unterschied in der antagonistischen Wirkstéarke?

3. Beeinflussen die NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801, AP 5 und D-Glutamat
selber die keratinozytare Calciumkonzentration?
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

Alle Untersuchungen wurden an normalen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK)
(PromoCell GmbH, Heidelberg) durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um
Keratinozytenkulturen, welche aus normaler menschlicher Vorhaut stammen, die bei
Operationen gewonnen wurde. Die Zellen sind nicht transformiert. Die Lebensdauer in vitro
ist begrenzt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Inkubator bei 37°C mit einem CO,-Gehalt von
5% und einer Luftfeuchtigkeit von 90%. Als Kulturmedium wurde Keratinocyte Growth
Medium 2 (PromoCell GmbH, Heidelberg, Katalog-Nr. C-20011) unter Verwendung eines
Antibiotikum-Antimykotikum-Zusatzes verwendet. In dem so hergestellten Medium waren
enthalten: Rinderhypophysenextrakt 0,004 ml/ml, Humaner rekombinanter epidermaler
Wachstumsfaktor (englisch epidermal growth factor, EGF) 0,125 ng/ml, humanes
rekombinantes Insulin 5,0 pg/ml, Hydrocortison 0,33 pg/ml, Transferrin 10,0 pg/ml,
Epinephrin 0,39 pg/ml, CaCl, 0,15 mM, Phenol Rot 0,62 ng/ml, 50 pg/ml Gentamicin, 50
ng/ml Amphotericin B. Alle zwei bis drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Nach etwa funf
Tagen Kultivierung wurden die Zellen geerntet. Dazu wurde zundchst das Kulturmedium
entfernt. Im Anschluss wurden die Zellen durch zehnminitige Inkubation mit 2ml Phosphat-
gepufferter Salzlosung (englisch phophate-buffered saline, PBS) und 0,05% Trypsin im
Brutschrank vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Zur Inaktivierung der Trypsinaktivitat
wurden 2 ml Medium hinzugegeben. Durch wirbelndes Pipettieren wurde eine
Zellvereinzelung erzielt. Fur die Zellzahlbestimmung wurde das Gesamtvolumen der
Suspension ermittelt, 100ul  der Suspension in 1ml Thyrode-Eosinlésung gegeben,
durchmischt und in eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer Uberfuhrt. Nach Auszéhlung und
Addition von flinf Gruppenquadranten vitaler (farbloser) und avitaler (roter) Zellen wurde die
Gesamtzellzahl bestimmt. Dazu wurde die Summe der gezdhlten Zellen mit 1000
(Kammerindex), mit 5 (Verdiinnung) und mit dem Volumen (ml) der Gesamtsuspension
multipliziert.

Fur die Zytotoxozitdtsmessungen wurden die Zellen in 96er Mikrotitrierplatten mit einer
Dichte von 15000 Zellen pro 200pl je well eingesat. Fur die Calciummessungen wurden die
Zellen auf Deckglaser in Kulturschalen mit einer Einsaatdichte von 3 x 10° Zellen pro 5 ml
Medium je Schale gegeben. Die Messungen wurden jeweils nach etwa drei Tagen an
semikonfluenten bis konfluenten Zellen durchgefihrt.
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3.2. NMDA-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten

Sowohl fur die Zytotoxozitatsuntersuchungen als auch die Calciumkonzentrationsmessungen
wurde N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland; Katalog-Nr. M3262) als NMDA-Rezeptor-Agonist verwendet.
Als NMDA-Rezeptor-Antagonisten wurden eingesetzt:
- Dizozilpin (MK-801) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland,;
Katalog-Nr. M107)
- DL-2-Amino-5-phosphonovalerat (AP 5) (Axxora Deutschland GmbH, Ldorrach,
Deutschland, Katalog-Nr. ALX-550-034)
- D-Glutamat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland; Katalog-Nr.
G1001)
Weiterhin wurde als Positivkontrolle fur die Zytotoxizitdtsmessungen Ouabain Octahydrat
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland; Katalog-Nr. 03125) verwendet.

3.3. Zytotoxizitdtsmessung

Das zytotoxische Potenzial von NMDA, MK-801, AP-5 und D-Glutamat wurde mittels
Kristallviolett-Methode bestimmt [Gillies et al. 1986]. Die Methode beruht auf der Tatsache,
dass sich bei adharent wachsenden Zellen abgestorbene Zellen vom Boden der Kulturflasche
ablésen und weggespult werden. Die verbleibenden vitalen Zellen werden mit Kristallviolett
angeféarbt, der Farbstoff in der Folge ausgewaschen und mit einem Absorptionsreader
vermessen werden. Die gemessene Extinktion korreliert mit der Zahl vitaler Zellen.
Dazu wurden den mit semikonfluenten NHEK bestlickten 96er Mikrotitrierplatten die
genannten Substanzen mit folgenden Endkonzentrationen zugegeben:

- NMDA, MK-801, D-Glutamat: 10uM, 50uM, 100uM, 200uM.

- AP 5: 1uM, 10uM, 50uM, 100uM, 200uM.
Als Positivkontrolle fur Zytotoxizitdt wurde Ouabain in einer Konzentration von 100uM
verwendet. AulRerdem wurde jeweils eine Negativkontrolle mit der Lésungssubstanz, in dem
die jeweiligen Effektoren geldst waren [HBS (HEPES buffered saline) oder PBS] mitgefiihrt.
Jeweils acht wells einer Mikrotitierplatte wurden mit derselben Konzentration des jeweiligen
Effektors (NMDA, MK-801, AP 5, D-Glutamat) sowie der Positiv- und Negativkontrolle
versehen. Im Anschluss wurden die Platten 24h bzw. 48h bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und
5% CO,-Gehalt inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Medium-Uberstand dekantiert und
in jedes well wurden 100pl 100%-iges Methanol zur Fixierung der Zellen pipettiert. 20 Min.
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spater wurde das Methanol entfernt und die wells mit Leitungswasser gespult. Danach wurde
50ul 0,1%-ige Kiristallviolettlosung [0,5 g Gentianaviolett (Riedel-de-Haen, Seelze,
Deutschland, Bestell-Nr. 32674) geldst in 10ml absolutem Ethanol, ad 500ml deionisiertes
Wasser] in jedes well gegeben und 15 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurde die Farbelosung entfernt und die wells wiederum mit Leitungswasser gespult. Nach
Trocknen der wells wurde je well 100ul 0,1M Tri-Natrium-Citrat-Puffer hinzugegeben und
nach 20 Min. am Absorptionsreader (Labsystems iIEMS Reader MF, Helsinki, Finnland) die
Extinktion bei 620 nm gemessen. Der Mittelwert der Extinktionen der Negativkontrolle
wurde gleich 100% gesetzt und der Mittelwert der Extinktionen der behandelten Zellen dazu
ins Verhaltnis gesetzt. Die statistische Auswertung wurde anhand Einwegvarianzanalyse
(ANOVA) mit Dunnett’s Test durchgefihrt.

3.4. Messung des Einflusses von NMDA und den verschiedenen
NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf die intrazellulare
Calciumkonzentration von NHEK

Die Bestimmung der intrazellularen Calciumkonzentration der kultivierten Keratinozyten
erfolgte mittels Messung Calcium-sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe an einem konfokalen
Laser Scanning Mikroskop modifiziert nach Lipp und Niggli [Lipp, Niggli 1993],
entsprechend Untersuchungen von Fischer et al. [Fischer et al. 2004a]. Dabei wurde die
Calciumkonzentration nicht direkt, sondern indirekt Uber die relative Anderung der
Fluoreszenz gemessen.

Fur die Fluoreszenzmessungen wurden semikonfluente NHEK auf Deckglasern in 60mm-
Kulturschalen verwendet (s. 3.1.). Zunachst wurde das Kulturmedium entfernt, durch
Fluoreszenzfarbstofflosung ersetzt und die Zellen 30 Min. bei 37°C darin inkubiert. Als
Grundlage der Farbstoffloésung wurde HBS (HEPES buffered saline) verwendet. HBS wurde
in dreifach destilliertem Wasser hergestellt und enthielt Glucose 5mM, NaCl 140 mM, KCI 5
mM, EDTA 0,2 mM, freies Ca?* 1mM, freies Mg®* 1mM und HEPES 5mM. Der pH-Wert lag
bei 7,4 [Glaesser et al. 1984]. Auf den Zusatz von Glycin oder das Weglassen von
Magnesium wurde verzichtet, da beide Modifikationen in Versuchen von Fischer et al. an
HaCaT keinen Einfluss auf die intrazelluldare Calciumkonzentration aufwiesen [Fischer et al.
2004a). Als Fluoreszenzfarbstoffe dienten Fluo-3 und Fura-Red (Zusammensetzung der
Farbepufferlosung: Fura-Red 2pmol/l, Fluo-3 1umol/l, Pluronic pl/l (20% in DMSO) in

HBS). Nach der 30-minitigen Inkubation in der genannten Farbstofflosung wurde diese
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entfernt und gegen reines HBS ausgetauscht, worin nochmals eine Inkubation bei 37°C tber
30 Min. erfolgte. Im Anschluss wurden die mit den Keratinozyten beschichteten Deckglaser
aus den Kulturschalen genommen, in die POC-Kammer (perfusion, open and closed
cultivation) des Laser Scanning Mikroskopes eingespannt und mit 1ml HBS (berschichtet. An
den so vorbereiteten Zellen erfolgten nun die Calciumkonzentrationsmessungen. Die
Messungen erstreckten sich jeweils Uber einen Zeitraum von insgesamt 20 Min., wobei alle
10 Sekunden eine Messung erfolgte. Zundchst wurde die spontane Schwankung der
intrazelluldren Calciumkonzentration tGber 20 Min. ohne Zugabe von Effektoren gemessen
und die prozentuale dreifache Standardabweichung des Durchschnitts der intrazelluléren
Calciumkonzentration berechnet, welche 18,2% betrug. Daraufhin wurde fir die Ubrigen
Messungen ein Anstieg der Calciumkonzentration um mehr als 18% des Ausgangswertes als
positive Reaktion definiert. Im Anschluss erfolgten die Messungen des Einflusses der
jeweiligen Effektoren auf die Calciumkonzentration. Dabei wurde zu Beginn jeder Messung
zundchst ein individueller Ausgangswert flr jede Zelle bestimmt, der sich aus dem Mittelwert
dreier Messungen vor Zugabe des Effektors berechnete. Dieser Mittelwert wurde gleich 100%
gesetzt und alle weiteren Messwerte nach Zugabe der jeweiligen Effektoren dazu in Relation
gesetzt. Die absolute Zahl der reaktiven Zellen, d.h. Zellen mit einem
Calciumkonzentrationsanstieg > 18% des Ausgangswertes, wurde mit der absoluten Zahl der
nicht reaktiven Zellen wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums verglichen. Zur
Berechnung statistisch signifikanter Unterschiede wurde Fisher’s exakter Test verwendet.
Es wurden dabei nach den genannten Leerwert-Messungen jeweils die folgenden NMDA-
Rezeptor-Antagonisten mit folgenden Endkonzentrationen in die POC-Kammer gegeben:

- MK-801: 10uM, 50uM, 100uM, 200uM.

- D-Glutamat: 10puM, 50uM, 100uM, 200uM.

- AP5:0,1 M, 1uM, 10pM, 50puM, 100uM, 200uM.
Die Calciumkonzentrationen wurden nun wie oben genannt tber 10 Min. im Abstand von 10
Sekunden gemessen. Im Anschluss daran wurde jeweils NMDA (50uM) zu den jeweiligen
Antagonisten hinzugegeben und es wurde tber weitere 10 Min. die Calciumkonzentration in
10-sekiindigen Abstinden erfasst.
Zusétzlich wurde der Einfluss von NMDA (50uM) allein auf die Calciumkonzentration tber
20 Min. ermittelt.
Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Leica
DM IRE2, Leica, Bensheim, Deutschland) mit einem OI-Immersions-Objektiv (HCX PL
APO CS 40 x 1,25, Leica, Bensheim, Deutschland) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
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Anregung erfolgte mit einem Argonlaser bei 488nm. Emissionen zwischen 510-540 nm und
640-670 nm wurden erfasst und einer rechnerischen Verarbeitung zugefuhrt. Die
intrazelluldren Calciumkonzentrationen wurden nicht direkt gemessen, sondern aus der
relativen Anderung der Fluoreszenz-Intensititen berechnet. Dabei fiihrte ein Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration zu einer Zunahme der durch Fluo-3 vermittelten griinen
Fluoreszenz (525 nm) und gleichzeitig zu einer Abnahme der durch Fura-Red verursachten
roten Fluoreszenz (660 nm). Die Ermittlung der intrazelluléaren Calciumkonzentration erfolgte
dann Uber die Berechnung des Verhaltnisses der Fluoreszenz-Intensitaten:
Intrazellulare Calciumkonzentration (wW.E.) = Fsas / Fego
wobei Fsps die Fluoreszenz-Intensitat bei 525nm und Fego die Fluoreszenz-Intensitat bei

660nm bezeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Zytotoxisches oder proliferatives Potenzial von NMDA und den

verschiedenen NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei NHEK

4.1.1. Ouabain
Zur Validitatsprifung der verwendeten Kristallviolett-Methode wurde Ouabain als Positiv-

Kontrolle fur Zytotoxizitét eingesetzt. Es zeigte sich sowohl nach 24h als auch nach 48h ein
signifikant geringerer Anteil vitaler Zellen im Vergleich zur Kontrolle und somit ein deutlich
zytotoxischer Effekt (24h: 45,2%; 48h: 69,6%) (Abbildungen 5 und 6).
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Abbildung 5: Anteil vitaler Keratinozyten nach 24h Inkubation mit Ouabain 100uM im
Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). * = p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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Ouabain 48h
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Abbildung 6: Anteil vitaler Keratinozyten nach 48h Inkubation mit Ouabain 100uM im
Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). * = p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

4.1.2. NMDA
Nach 24h Inkubation der NHEK mit NMDA in den Konzentrationen von 10 bis 200uM war

keine zytotoxische Wirkung von NMDA zu verzeichnen. Im Gegenteil zeigte sich bei allen
Konzentrationen ein signifikanter Anstieg der Anzahl vitaler Zellen im Vergleich zur
Kontrolle (Kontrolle: 100%, NMDA 10uM: 123,4%, NMDA 50uM: 111,6%, NMDA
100uM: 117,3%, NMDA 200uM: 114%; p<0,05) und somit ein proliferativer Effekt. Eine
Konzentrationsabhangigkeit bestand nicht (Abbildung 7).

Nach 48h Inkubation der Keratinozyten mit NMDA in den gleichen Konzentrationen war der
proliferative Effekt im Vergleich zur Kontrolle nicht mehr sichtbar. Es zeigte sich aber auch
weiterhin kein zytotoxisches Potenzial von NMDA. Zwischen NMDA in den verschiedenen

Konzentrationen und der Kontrolle bestand kein signifikanter Unterschied (Abbildung 8).
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Abbildung 7: Anteil vitaler Keratinozyten nach 24h Inkubation mit NMDA in verschiedenen
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Proliferativer Effekt

fir alle NMDA-Konzentrationen. * = p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

NMDA 48h
120
g 100
iC’ 80
N 60
2
8 40
S
20
0 ‘
Kontrolle NMDA NMDA NMDA NMDA
10 uM 50 uM 100 uM 200 uMm

Abbildung 8: Anteil vitaler Keratinozyten nach 48h Inkubation mit NMDA in verschiedenen
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Kein proliferativer
Effekt und kein zytotxischer Effekt.
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4.1.3. MK-801
Nach 24-stlindiger Inkubation der NHEK mit MK-801 in den Konzentrationen zwischen 10

und 200uM war kein signifikanter Unterschied in der Anzahl vitaler Zellen im Vergleich zur
Kontrolle zu verzeichnen (Kontrolle 100%, MK-801 10uM: 96,7%, MK-801 50uM: 80,3%,
MK-801 100uM: 108,4%, MK-801 200uM: 92,6%) (Abbildung 9).

Auch nach 48h zeigte sich weder ein signifikanter zytotoxischer noch ein proliferativer Effekt
bei den mit MK-801 behandelten Keratinozyten im Vergleich zur Kontrolle (Kontrolle 100%,
MK-801 10uM: 80,9%, MK-801 50uM: 98,6%, MK-801 100uM: 90,8%, MK-801 200uM:
88,4%) (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Anteil vitaler Keratinozyten nach 24h Inkubation mit MK-801 in verschiedenen
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Kein zytotoxischer

oder proliferativer Effekt.
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Abbildung 10: Anteil vitaler Keratinozyten nach 48h Inkubation mit MK-801 in

verschiedenen Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Kein

zytotoxischer oder proliferativer Effekt.
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4.1.4. AP 5
Nach 24h Inkubation der NHEK mit AP 5 in den Konzentrationen von 1 bis 200uM war fir

die Konzentration 50uM AP 5 ein signifikanter Anstieg des Anteils vitaler Zellen (111,2%)
im Vergleich zur Kontrolle (100%) sichtbar (p<0,05). Fur die Ubrigen Konzentrationen
bestand kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle, wenngleich bei den
Konzentrationen 100 und 200puM doch ein gewisser Anstieg der Zahl vitaler Zellen zu
verzeichnen war (105,9% und 107,6%). Zwischen diesen Konzentrationen und AP 5 50uM
bestand kein signifikanter Unterschied (Abbildung 11). Auch nach 48-stiindiger Inkubation
war flr die Konzentration 50uM AP 5 ein signifikanter proliferativer Effekt sichtbar (111,4%,
p<0,05), wéhrend bei allen anderen AP 5-Konzentrationen kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle bestand (Abbildung 12). Ein zytotoxisches Potenzial von AP 5

konnte weder nach 24- noch nach 48-stlindiger Inkubationszeit nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Anteil vitaler Keratinozyten nach 24h Inkubation mit AP 5 in verschiedenen
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Proliferativer Effekt
bei 50 uM AP 5. * = p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 12: Anteil vitaler Keratinozyten nach 48h Inkubation mit AP 5 in verschiedenen
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Proliferativer Effekt
bei 50 uM AP 5. * = p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

4.1.5. D-Glutamat
Nach 24-stindiger Behandlung der NHEK mit D-Glutamat in den Konzentrationen von 10 bis

200uM zeigte sich bei keiner Konzentration ein signifikanter Unterschied beziglich der
Anzahl vitaler Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 13).

Das Ergebnis anderte sich auch nach 48-stiindiger Inkubation nicht. Es zeigte sich weder ein
proliferativer noch ein zytotoxischer Effekt von D-Glutamat (Abbildung 14).
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Abbildung 13: Anteil vitaler Keratinozyten nach 24h Inkubation mit D-Glutamat in

verschiedenen Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Kein
proliferativer Effekt. Kein zytotoxischer Effekt.
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Abbildung 14: Anteil vitaler Keratinozyten nach 48h Inkubation mit D-Glutamat in

verschiedenen Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Kristallviolett-Methode). Kein

proliferativer Effekt und kein zytotoxischer Effekt.
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4.2. Einfluss der verschiedenen NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf

die intrazellulare Calciumkonzentration von NHEK

4.2.1. MK-801
Bei der Negativkontrolle zeigten 8,9% der Zellen einen Anstieg der intrazelluldren

Calciumkonzentration um >18% des Ausgangswertes.

Bei der Positivkontrolle mit NMDA 50uM war ein Calciumkonzentrationsanstieg um >18%
des Ausgangswertes bei 64,5% der Zellen zu verzeichnen (Abbildung 15).

Die Zugabe von MK-801 fuhrte bei allen verwendeten Konzentrationen (10uM bis 200uM)
zu einer im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant erhdhten Zellzahl —mit
Calciumkonzentrationsanstieg um > 18% des jeweiligen Ausgangswertes. Die Anzahl
reaktiver Zellen nahm dabei mit steigender MK-801-Konzentration zu (10uM: 29,6%; 50uM:
30,6%; 100uM: 43,6%; 200uM: 56,4%). Bei den Konzentrationen von 100 und 200uM
bestand dabei kein signifikanter Unterschied zur Positivkontrolle mit NMDA 50uM
(Abbildung 15).

Nach Zugabe von NMDA 50uM zu den mit MK-801 in den o.g. unterschiedlichen
Konzentrationen vorinkubierten Zellen war kein signifikanter Anstieg der Zellzahl mit
Calciumerhéhung zu beobachten (MK-801 10uM + NMDA 50uM: 29,6%; MK-801 50uM +
NMDA 50uM: 36,7%; MK-801 100uM + NMDA 50uM: 33,3%; MK-801 200uM + NMDA
50uM: 46,2%). Bei allen Konzentrationen war die Zellzahl mit Calciumanstieg signifikant
hoher als bei der Negativkontrolle. Im Vergleich zur Positivkontrolle mit NMDA 50uM war
bei den Konzentrationen von MK-801 10uM + NMDA 50uM bis MK-801 100uM + NMDA
50uM eine signifikant geringere Zahl reaktiver Zellen zu verzeichnen. Bei der Konzentration
MK-801 200uM + NMDA 50 puM bestand kein signifikanter Unterschied zur Positivkontrolle
mit NMDA 50uM (Abbildung 15).
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4.2.2. AP 5
Es wurde die gleiche Negativkontrolle wie fir MK-801 verwendet (8,9% reaktive Zellen).

Bei der Positivkontrolle mit NMDA 50uM waren 65,3% reaktive Zellen zu verzeichnen
(Abbildung 16).

AP 5 bewirkte in allen gemessenen Konzentrationen (0,1uM bis 200uM) im Vergleich zur
Negativkontrolle keinen signifikanten Anstieg der Zellzahl mit Erhéhung der
Calciumkonzentration um > 18% des jeweiligen Ausgangswertes (AP 5 0,1 uM: 25%; AP 5
1uM: 20%; AP 5 10uM: 13,7 %; AP 5 50uM: 5,1%; AP 5 100uM: 15,2%; AP 5 200uM:
21,6%). AP 5 allein zeigte somit keinen Einfluss auf die intrazellulare Calciumkonzentration
(Abbildung 16).

Nach Zugabe von NMDA 50 puM zu den jeweiligen AP 5-Konzentrationen (0,1uM bis
200uM) wurde der zu erwartende NMDA-vermittelte Calciumanstieg ab einer AP 5-
Konzentration von 10uM komplett inhibiert (AP 5 0,1 uM + NMDA 50uM: 41% reaktive
Zellen; AP 5 1uM + NMDA 50pM: 50%; AP 5 10uM + NMDA 50uM: 14,3 %; AP 5 50uM
+ NMDA 50uM: 2,9%; AP 5 100uM + NMDA 50 uM: 8,9%; AP 5 200uM + NMDA 50uM:
10,5%). Die Anzahl der Zellen mit Calciumanstieg unterschied sich ab einer AP 5-
Konzentration von 10uM nicht mehr signifikant von der Negativkontrolle. AP 5 in den
Konzentrationen 0,1uM und 1uM hemmte den NMDA-vermittelten Calciumeinstrom noch
nicht komplett. Es bestand hier kein signifikanter Unterschied zur Positivkontrolle mit
NMDA 50 uM (Abbildung 16).
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4.2.3. D-Glutamat
Es wurde die gleiche Negativ- und Positivkontrolle wie bei AP 5 verwendet (8,9% bzw.

65,3% reaktive Zellen).

D-Glutamat fiihrte in allen gemessenen Konzentrationen zu einer Zunahme der Zellzahl mit
Calciumkonzentrationsanstieg um >18% des Ausgangswertes (D-Glutamat 10uM: 31,2%; D-
Glutamat 50uM: 40%; D-Glutamat 100uM: 18,2%; D-Glutamat 200uM: 31,6%). Im
Vergleich zur Negativkontrolle war dieser Unterschied fur alle Konzentrationen aufRer 100
MM statistisch signifikant. Im Vergleich zu NMDA 50uM war die Anzahl der reaktiven
Zellen jedoch bei allen Konzentrationen signifikant geringer (Abbildung 17).

Nach Zugabe von NMDA 50uM wurde der zu erwartende NMDA-vermittelte Anstieg der
Zellzahl mit erhohter Calciumkonzentration bei allen D-Glutamat-Konzentrationen
signifikant inhibiert, zwischen D-Glutamat allein und D-Glutamat + NMDA 50uM bestand in
den verschiedenen Konzentrationen jeweils kein signifikanter Unterschied (D-Glutamat
10uM + NMDA 50uM: 17,2%; D-Glutamat 50uM + NMDA 50uM: 37,5%; D-Glutamat
100uM + NMDA 50uM: 22,6%; D-Glutamat 200uM + NMDA 50uM: 39,5%). Im Vergleich
zur Positivkontrolle mit NMDA 50uM war die Zahl reaktiver Zellen signifikant geringer. Im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle waren mehr Zellen reaktiv, wobei dieser Unterschied fiir die
D-Glutamat-Konzentrationen 50- und 100uM signifikant, fir 10 und 100uM jedoch
statistisch nicht signifikant war (Abbildung 17).

34



Tewein|o

-4 Y2Inp YANN UOA UORIGIYU] SIUeMIIUBIS “Teweln|9-Q UoA Bumuimusbi "wAAN + Jeweln|9-q ‘Mzq Jewein|9-d NW UOHeINWNS

yoeu uamsbuebsny winz yaiajbisaA Wi 98T< WN UONRIUIZUOM-RD Udle|njjazenul Jap Bansuy 1w (104) MIHN UOA Jyezuy /T bunpliqgy

's'u ‘s'u 's'u 's'u - - VANN + N9-ag 'sAno-g d
go'o>d | to'o>d | T0'0>d | T0'0>d | so'0>d | s0'0>d | T0'0>d | TO'0O>d - - VAWN 'sad
10'0>d so'o>d 's'u 's'u 10'0>d | T0'0>d 's'u Go‘'o>d | To'0>d - 3j|o1uoy ‘sa d

ge=u ge=u 1€ = ge=u ce = ge=u 6c=U ¢e=u 6 =u Sy =u lyezjjsz
% % % % z
+ 5 o + & 2 + ¥ v ;7 v =
Z = = Zc g = @ @ > @ ®© O = zueisqns
N N < - N = c c E c > o
s | 8 | %8 | 8 | €8 8 | g5 s g 3
> = = = = > = = > = = = S
< < < < < < < < < 5}
%0
—
%0¢ %
0 ~
=
<
%0V o
o
%09 =
D
>
%08 —
O
N
%00T
leweln|o-g

35




5. Diskussion

5.1. Zytotoxisches Potenzial und Einfluss von NMDA und den
verschiedenen NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf die intrazellulare

keratinozytéare Calciumkonzentration

5.1.1. NMDA
Als Grundlage der Experimente mit den verschiedenen NMDA-Rezeptor-Antagonisten wurde

zunachst das zytotoxische Potenzial und der Einfluss auf die intrazellulére
Calciumkonzentration von NMDA bei NHEK untersucht. NMDA zeigte sich hier als nicht-
zytotoxische Substanz. Dabei war nach 24h sogar ein proliferatives Potenzial zu verzeichnen,
welches aber nach 48h nicht mehr nachweisbar war. Der Einfluss auf die intrazellulére
Calciumkonzentration wurde aufgrund vorhergehender Erfahrungen mit NMDA bei
Keratinozytenkulturen in einer NMDA-Konzentration von 50uM gemessen [Fischer et al.
2004a]. Dabei zeigte sich in unseren aktuellen Versuchen NMDA bei NHEK als NMDA-
Rezeptor-Agonist, wobei eine Erhdhung der intrazelluldren Calciumkonzentration bei 65%
der Zellen zu verzeichnen war.

Dass NMDA in den getesteten Konzentrationen bei Keratinozyten kein zytotoxisches
Potenzial besitzt, stimmt mit den Daten von Fischer et al. bei HaCaT-Zellen Uberein [Fischer
et al. 2004a]. Aus der neurologischen Forschung ist bekannt, dass bei Neuronen sowohl eine
uberméllige NMDA-Rezeptor-Stimulation im Sinne einer Exzitotoxizitat als auch eine zu
geringe  NMDA-Rezeptor-Stimulation, z.B. durch Einsatz von NMDA-Rezeptor-
Antagonisten, zum Zelltod fihren kdénnen [Hardingham, Bading 2003]. Dafiur besteht
aufgrund unserer Untersuchungen bei den getesteten NMDA-Konzentrationen bei NHEK
kein Anhalt und somit konnte auch die Gefahr einer moglichen Verféalschung der
Calciumkonzentrationsmessungen aufgrund einer eventuellen Zytotoxizitit von NMDA
ausgeschlossen werden.

Anhand der Zytotoxizitatstests zeigte sich weiterhin kein anhaltendes proliferatives Potenzial
von NMDA. Die Daten legen zwar einen voribergehenden proliferationsfordernden Effekt
von NMDA nahe, aufgrund des fehlenden Effektes nach 48h ist dieser jedoch nicht gesichert.
In der Literatur sind die Daten beziglich des Einflusses von NMDA-Rezeptor-Agonisten und
-Antagonisten auf die Proliferation von Keratinozyten bisher sehr heterogen. So gibt es
sowohl fiir NMDA-Rezeptor-Agonisten als auch fur NMDA-Rezeptor-Antagonisten

Hinweise, dass diese proliferationshemmend wirken [Nahm et al. 2004; Genever et al 1999;
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Morhenn et al. 2004]. Fir NMDA gibt es sowohl Daten, die besagen dass es
proliferationshemmend ist [Nahm et al. 2004], als auch Daten, die fir eine (Hyper-)
Proliferationsforderung [Fuziwara et al. 2003] oder gar keinen Einfluss auf die Proliferation
sprechen [Fischer et al. 2004a]. Insgesamt (berwiegen jedoch eher Daten, die fir eine
Proliferationshemmung bzw. keinen Einfluss von NMDA auf das Wachstum von
Keratinozyten sprechen [Fischer et al. 2004a, Nahm et al. 2004]. Die Grinde fir die
heterogenen Daten koénnten in den unterschiedlichen Methoden der Untersuchungen
(Genever, Fischer und Morhenn: Zellkulturen; Nahm: bioengineered skin construct, Messung
der Proliferation nach Sch&digung; Fuziwara: Messung der Proliferation nach
Hautbarriereschadigung in vivo bei haarlosen Mausen) sowie den unterschiedlichen
Inkubationszeiten mit den Effektoren liegen (Fischer NMDA: 24h; Morhenn MK-801: 6
Tage). Weitere Untersuchungen hierzu werden notwendig sein.

Dass NMDA in unseren Versuchen einen Anstieg der Calciumkonzentration bei einem
signifikanten Anteil (65%) der Keratinoyzten bewirkte, steht im Einklang mit Daten aus der
Literatur [Fischer et al. 2004a, Morhenn et al. 2004, Fuziwara et al. 2003, Nahm et al. 2004].
Die HOhe des Anteils der Zellen mit Calciumkonzentrationsanstieg ist dabei jedoch relativ
heterogen und reicht von 100% bei Nahm et al. (normale humane Keratinozyten aus
neonataler Vorhaut) iber 95,5% (normale humane Keratinozyten aus neonataler VVorhaut) und
84,6% (HaCaT-Zellen) bei Fischer et al. bis zu 31% bei Fuziwara et al. (humane
Keratinozyten unklaren Ursprungs) [Fischer et al. 2004a, Fuziwara et al. 2003, Nahm et al.
2004]. Bei unseren aktuellen Versuchen wurden als Keratinozytenkultur NHEK verwendet,
wobei es sich um eine nicht-transformierte Kultur von Keratinozyten aus normaler humaner
Vorhaut handelt. Uber das Alter der Spender sind keine Angaben vorhanden. Die
Quantitatsunterschiede bei den Calciummessungen der einzelnen Autoren sind vermutlich
durch die unterschiedlichen Zellkulturen und unterschiedlichen Untersuchungszeitraume
(Fischer et al.: 20 Min., Fuziwara et al.: 1 Min., Nahm et al.. 30 Sekunden) zu erkl&ren.
Festzuhalten bleibt, dass NMDA in einer Konzentration von 50uM auch in unseren
Versuchen bei NHEK nicht zytotoxisch war und zu einem Calciumkonzentrationsanstieg bei
einer signifikanten Zellzahl fihrte und sich somit fiir die folgenden Versuche mit den

NMDA-Rezeptor-Antagonisten eignete.

5.1.2. MK-801
In unseren Untersuchungen zeigte sich MK-801 bei NHEK als nicht-zytotoxische Substanz

mit antagonistischer Wirkung am NMDA-Rezeptor. Weiterhin wurde demonstriert, dass MK-
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801 selber konzentrationsabhdngig zu einer  Erhéhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration bei NHEK fiihrt.

Bei den Zytotoxizitatsexperimenten war weder nach 24h noch nach 48h eine zytotoxische
Wirkung von MK-801 zu verzeichnen. Dies steht im Gegensatz zu Untersuchungen von
Fischer et al., bei denen ein zytotoxisches Potenzial von MK-801 in Konzentrationen ab
200uM nach 24-stiindiger Inkubation bei HaCaT-Zellen sowie in Konzentrationen ab 50uM
nach 48-stlindiger Inkubation bei normalen neonatalen humanen Keratinozyten nachgewiesen
wurde [Fischer et al. 2004a + b]. Ergebnisse von Morhenn et al. 2004 zeigten ein geringes
Apoptose-forderndes Potenzial von MK-801 nach 24-stiindiger Inkubation humaner
kultivierter Keratinozyten in Konzentrationen von 10 und 100uM (15% apoptotische Zellen
im Gegensatz zu 10% apoptotischen Zellen bei der Kontrolle). Uber den Ursprung der
Keratinozyten wird allerdings keine Auskunft gegeben. Die Unterschiede zwischen unseren
aktuellen Daten und den Daten von Fischer et al. sowie den Ergebnissen von Morhenn
konnten in den unterschiedlichen Keratinozytenkulturen begriindet sein. Insbesondere bei
HaCaT-Zellen ist ein andersartiges biologisches Verhalten als bei normalen humanen
Keratinozyten denkbar, da es sich hier um eine immortalisierte Keratinozytenzelllinie handelt.
Weiterhin demonstrieren unsere Ergebnisse, dass MK-801 eine NMDA-Rezeptor-
antagonistische Aktivitat bei NHEK besitzt. Dies wurde dadurch gezeigt, dass nach Zugabe
von NMDA zu den mit MK-801 inkubierten Zellen keine signifikante Erhéhung der Zellzahl
mit Calciumanstieg zu beobachten war. Dabei war keine Konzentrationsabhéngigkeit
sichtbar, bereits ab der geringsten verwendeten MK-801-Konzentration von 10uM war die
Antagonisierung des NMDA-vermittelten Calciuminfluxes komplett, lediglich bei 50uM
wurde nach Zugabe von NMDA ein leicht, aber nicht signifikant héherer Anteil der Zellen
mit Calciumkonzentrationsanstieg festgestellt. Bei den Konzentrationen von 100 bzw.
200uM MK-801 war nach Zugabe von NMDA der Anteil der Zellen mit Anstieg der
Calciumkonzentration sogar etwas niedriger als bei den allein mit MK-801 inkubierten
Zellen, der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Dass MK-801 auch bei
Keratinozyten als NMDA-Rezeptor-Antagonist wirkt, steht im Einklang mit den bisher in der
Literatur vorhandenen Daten. So zeigten Nahm et al. mittels konfokaler Laser-Scanning
Mikroskopie, dass MK-801 in einer Konzentration von 10uM den durch NMDA
hervorgerufenen Calciumeinstrom in kultivierte Keratinozyten neonataler Vorhaut komplett
hemmt [Nahm et al. 2004]. Die Arbeitsgruppe um Fuziwara beobachtete ebenfalls anhand von
Laser-Scanning Mikroskopie eine signifikante Hemmung des NMDA-vermittelten

Caliuminfluxes bei Keratinozyten in Kultur durch MK-801 in einer Konzentration von 50uM
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[Fuziwara et al. 2003]. Weitere MK-801-Konzentrationen wurden jeweils nicht gepruft.
Fischer et al. untersuchten erstmals unterschiedliche MK-801-Konzentrationen von 1 —
300uM bei HaCaT-Zellen und stellten eine Konzentrationsabhangigkeit der NMDA-
Rezeptor-Blockade durch MK-801 fest. Ab einer Konzentration von 50uM MK-801 konnte
eine signifikante Hemmung des NMDA-induzierten Calciumeinstroms festgestellt werden
(MK-801 50uM: 40% reaktive Zellen versus NMDA 50uM 81,6% reaktive Zellen). Eine
dosisabhédngige Steigerung der Hemmung durch MK-801 konnte weiterhin verzeichnet
werden (MK-801 100uM: 23,1% reaktive Zellen, 300uM: 5,3% reaktive Zellen; Messung
mittels Laser-Scanning-Mikroskopie) [Fischer et al. 2004a]. In der gleichen Studie wurde
auch die Wirkung von MK-801 in einer Konzentration von 100uM bei NHEK untersucht.
Hier zeigten sich nach Zugabe von NMDA noch 44,4% der Zellen reaktiv [Fischer et al.
2004a). Dass MK-801 in diesen beiden letztgenannten Versuchen offenbar eine schwachere
Wirksamkeit zeigt als in der vorliegenden Arbeit, konnte in der kilrzeren Inkubationszeit mit
MK-801 bei Fischer et al. begrindet sein (5 Min. im Vergleich zu 20 Min. bei unseren
Versuchen). Diese Annahme wird dadurch gestitzt, dass, zumindest bei Neuronen, festgestellt
wurde, dass zwei Bindungskinetiken mit unterschiedlichen Halbwertszeiten flr die Bindung
von MK-801 an den Rezeptor existieren [Javitt, Zukin 1989: ca. 10 Min. und 3h; Kloog et al.
1988: 5-8 Min. und 70 Min.] Dies weist auf zwei verschiedene Wege hin, auf denen MK-801
an seine Bindungsstelle gelangt: den bekannten, schnellen, hydrophilen Weg durch den
offenen Kanal des Rezeptors und einen langsamen, hydrophoben Weg durch die
Lipiddoppelschicht der Zellmembran und durch hydrophobe Domdnen des Rezeptors oder
durch den geschlossenen Rezeptor-SchlieBmechanismus. Wenn man davon ausgeht, dass die
Inkubation mit MK-801 ohne Anwesenheit exogener Antagonisten stattfindet und so
vorwiegend geschlossene Rezeptoren vorliegen, wird die Bedeutung des langsamen, durch
Diffusion durch die Zellmembran und Teile des Rezeptors stattfindenden Weges und damit
die Bedeutung der Dauer der Inkubationszeit deutlich. Dies wird dadurch unterstrichen, dass
beispielsweise von Nahm et al., in deren Versuchen eine starke Wirksamkeit von MK-801
festgestellt wurde, eine relativ lange Inkubationszeit mit MK-801 von einer Stunde gewéhlt
wurde [Nahm et al. 2004]. Da die o0.g. Halbwertszeiten allerdings deutlich langer sind als die
beispielsweise in der vorliegenden Arbeit verwendeten Inkubationszeiten, aber auch hier eine
potente NMDA-Rezeptor-Antagonisierung durch MK-801 festgestellt werden konnte, ist
anzunehmen, dass MK-801 auch auf dem klassischen Weg durch den ge6ffneten Rezeptor an
seine Bindungsstelle im Kanal gelangt. Dies ware entweder durch die Annahme zu erklaren,

dass bei Keratinozyten, anders als bei Neuronen, auch im Ruhezustand getffnete Rezeptoren
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vorliegen, was allerdings spekulativ ist, oder aber, dass durch Anwesenheit endogener
Agonisten die Offnung der Rezeptoren gewdhrleitstet wird, wofiir es durchaus Anhaltspunkte
gibt: nach Daten aus unserer Arbeitsgruppe sowie nach Untersuchungen von Hoogduijn et al.
wird L-Glutamat von Keratinozyten selbst freigesetzt und konnte so fiir eine Offnung von
NMDA-Rezeptoren in den Zellkulturen sorgen [Fischer et al. (im Druck); Hoogduijn et al.
2006]. Eine weitere Erklarung der unterschiedlichen Wirksamkeit von MK-801 bei den
Versuchen von Fischer et al. mit HaCaT-Zellen und unseren Untersuchungen mit NHEK
konnten die unterschiedlichen verwendeten Zellkulturen sein. Verschiedene NMDA-
Rezeptor-Subtypen in anderer Dichte und Verteilung kdnnten die unterschiedliche Wirkstarke
von MK-801 bei den beiden Zellkulturen erklaren. In einer ersten Untersuchung von Fischer
et al. konnte allerdings bei beiden Zelllinien der Subtyp NMDAR2D identifiziert werden, flr
den eine schwache Bindungsaffinitit von MK-801 im Vergleich zu anderen NMDA-
Rezeptor-Subtypen bekannt ist [Fischer et al. 2006].

Die einzigen Untersuchungen zur Affinitit von MK-801 zu seiner Bindungsstelle am
keratinozytairen NMDA-Rezeptor, welche ja mit der antagonistischen Potenz Kkorreliert
(vorausgesetzt MK-801 besitzt keine intrinsic activity), wurden bisher von Morhenn et al.
durchgefiihrt [Morhenn et al. 1994]. Verglichen mit den bisher aus der experimentellen
Neurologie bekannten Werten, zeigen die Daten eine geringere Affinitdt von MK-801 zum
NMDA-Rezeptor bei Keratinozyten, sprechen also flr eine eher schwache antagonistische
Potenz von MK-801 bei Keratinozyten. Es besteht aber in dieser Untersuchung eine Differenz
zwischen niedriger Affinitdt und offenbar hoher Bindungskapazitdt, die nicht aufgeklart
werden konnte, was evtl. flr eine in Wirklichkeit hohere Affinitét als die gemessene oder eine
Bindung an andere Rezeptoren sprechen konnte. Die Untersuchungen wurden auflerdem an
prakonfluenten Keratinozytenkulturen durchgefiihrt, wahrend bei unseren Versuchen
semikonfluente bis konfluente Zellen verwendet wurden. Dies konnte von Bedeutung sein, da
von Nahm et al. festgestellt wurde, dass nicht-konfluente Keratinozyten ihre NMDA-
Rezeptoren verlieren [Nahm et al. 2004] und es insgesamt wahrscheinlich ist, dass sich die
biologischen Eigenschaften von konfluenten und nicht-konfluenten Zellen unterscheiden.
Weiterhin existieren funktionelle Untersuchungen (Keratinozytenkulturen, Tierversuche) zur
Wirkung von MK-801 auf Proliferation, Differenzierung und Hautbarrierewiederherstellung.
In den meisten Féllen konnte hier eine NMDA-Rezeptor-antagonistische Wirkung von MK-
801 bestatigt werden. Wahrend NMDA die Differenzierung von Keratinozyten fordert,
konnten Fischer et al. bei Keratinozytenkulturen eine Hemmung der Expression der
Differenzierungsmarker Filaggrin und Cytokeratin 10 durch MK-801 feststellen [Fischer et
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al. 2004 a + b]. Auch Morhenn et al. konnten eine MK-801-vermittelte Hemmung der
Differenzierung bei Keratinozyten nachweisen: in Zellkulturen zeigten mit MK-801
behandelte Keratinozyten nicht die fir Calcium-induzierte Differenzierung typischen
morphologischen Verdnderungen [Morhenn et al. 2004]. Fuziwara et al. untersuchten den
Einfluss von NMDA-Rezeptor-Agonisten und NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf die
Hautbarrierewiederherstellung bei Nacktmausen. Wiéhrend erstere die
Barrierewiederherstellung verzdgerten, beschleunigten letztere, unter ihnen auch MK-801, die
Wiederherstellung der Hautbarriere [Fuziwara et al. 2003].

In der Studie von Morhenn et al. von 1994 gibt es jedoch auch Hinweise auf eine gleichartige
Wirkung von NMDA und MK-801 auf das Wachstum von Keratinozyten. Nach 14-tagiger
Inkubation &nderte sich die Morphologie sowohl der mit NMDA als auch der mit MK-801
behandelten Keratinozyten hin zu einem gitterartigen Netzwerk, wobei der Effekt bei den mit
NMDA behandelten Zellen geringfligig starker ausgepragt war [Morhenn et al. 1994].

Dieses Phadnomen lasst sich vielleicht durch den zweiten Teil unserer MK-801-Versuche
erklaren. Interessanterweise zeigten unsere Ergebnisse namlich, dass MK-801 selber
konzentrationsabhéngig zu einer Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration normaler
humaner Keratinozyten fiihrt, wobei bei hoheren Konzentrationen (ab 100uM) der Effekt
vergleichbar mit NMDA (50uM) ist.

Die Beobachtung, dass MK-801 selber die intrazellulare Calciumkonzentration erhoht, steht
zundchst einmal im Gegensatz zu Untersuchungen bei neuronalen Zellen in Kultur, bei denen
MK-801 allein keine Wirkung zeigte. Bei diesen Studien wurde jedoch nicht die
Calciumkonzentration selber, sondern deren Auswirkung auf das Membranpotenzial
gemessen. Das heilst, MK-801 fiihrte hier nicht wie NMDA zu einer (calciumvermittelten)
Depolarisation, sondern zeigte gar keinen Einfluss auf die transmembrantse Spannung [Wong
et al. 1986, Huettner, Bean 1988]. Auch in-vivo-Versuche mit systemischer Verabreichung
von MK-801 bei Ratten bewirkten &hnliche Verhaltenseffekte (z.B. Ataxie) wie andere
NMDA-Rezeptor-Antagonisten auch (PCP, DL-AP 5, Ketamin), ohne Hinweise auf
spezifische NMDA-Rezeptor-agonistische Effekte [Hiramatsu 1989; Koek, Ornstein 1987,
Koek et al. 1988].

Bei Keratinozyten wurde die Eigenwirkung von MK-801 auf die Calciumkonzentration bisher
nur in einer Studie von Morhenn et al. gemessen [Morhenn 2004]. Ruckschliisse von der
antagonistischen Potenz auf eine eventuelle Eigenwirkung sind bei den anderen Studien
aufgrund der Mess- und Auswertungsmethode nicht moéglich. So wurden sowohl in den

Untersuchungen von Nahm et al., Fuziwara et al. als auch von Fischer et al. relative
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Anderungen der Ca-Konzentration nach Zugabe von NMDA untersucht, wobei die Zellen
vorab mit MK-801 inkubiert wurden [Fischer et al. 2004a, Fuziwara et al. 2003, Nahm et al.
2004]. Daher ist aus diesen Daten kein Ruckschluss auf eine etwaige Eigenwirkung von MK-
801 moglich. Die einzige explizite Untersuchung des Effekts von MK-801 allein auf die
intrazellulare Calciumkonzentration von Keratinozyten wurde aul3er in der vorliegenden
Arbeit wie oben genannt von Morhenn et al. durchgefiihrt [Morhenn et al. 2004]. Die
Calciumkonzentration wurde dabei an humanen Keratinozyten mittels Flow-Zytometrie
gemessen, d.h. an Keratinozyten ohne Zell-zu-Zell-Kontakt. MK-801 (100puM) bewirkte hier
eine Erhdhung der Calciumkonzentration bei 95% der Zellen, was eine stérkere Erh6hung als
durch Glutamat und Glycin bedeutete (40% der Zellen). Da von Nahm et al. wie oben bereits
genannt festgestellt wurde, dass Keratinozyten ohne Zell-zu-Zell-Kontakt keine NMDA-
Rezeptoren mehr an der Zelloberflache tragen, handelt es sich hierbei vermutlich um einen
NMDA-Rezeptor-unabhéngigen Effekt [Nahm et al. 2004]. MK-801 fuhrt also
wahrscheinlich (Gber andere Kanéle als den NMDA-Rezeptor zu einem Anstieg der
Calciumkonzentration. Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass Morhenn et al. anhand
von Bindungsstudien an Keratinozytenkulturen zwei verschiedene Bindungsstellen von MK-
801 mit unterschiedlichen Dissoziationskonstanten (Kq 1: 0,1 puM, Ky 2: 38,1 pM) an
Keratinozyten festgestellt haben [Morhenn et al. 1994]. Welcher Art die zweite
Bindungsstelle ist, ist bisher nicht bekannt. Anhand des aktuellen Kenntnisstandes Uber die
Calciumhomd@ostase von Keratinozyten waren mehrere Mdglichkeiten zu diskutieren.

Beispielsweise fuhrt die Stimulierung von B,-Adrenozeptoren zu einem Calcium-Influx Gber
spannungsabhangige Calciumkanéle, welche vermutlich ber cAMP und Proteinkinase C
aktiviert werden [Denda et al. 2003]. Eine Bindung von MK-801 an diese Rezeptoren wurde
jedoch bisher nicht beschrieben, im Gegenteil gibt es Daten von Wong et al., die zeigen, dass
MK-801 und Noradrenalin nicht um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren [Wong et al.
1986]. Indirekt hat MK-801 aber mdglicherweise doch Einfluss auf Adrenozeptoren. So
konnten Nishimura et al. =zeigen, dass MK-801 bei embryonalen Nierenzellen
Monoamintransporter blockt und so zu einer Erhéhung der Noradrenalin-, Dopamin-, und
Serotoninkonzentration fiihrt, wobei vermutlich die strukturelle Ahnlichkeit von MK-801 und
Monoaminen (aromatischer Ring und Stickstoffatom) fiir die, wenn auch geringe, Affinitat
von MK-801 zum Monoamintransporter verantwortlich ist [Nishimura et al. 1998]. Diese
Feststellung deckt sich mit friheren Untersuchungen, in denen bereits ein Einfluss von MK-
801 auf das Monoamin-System im Sinne einer Konzentrationserhéhung von Dopamin,

Serotonin und Noradrenalin oder einer Steigerung pro-dopaminerger, -serotonerger, und -
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noradrenerger Effekte nachgewiesen wurde [Ldscher, Honack 1992; Whitton et al. 1992;
Hiramatsu et al. 1989]. So ware also durch MK-801 Uber eine Erhéhung der
Noradrenalinkonzentration mit nachfolgender Stimulierung von p,-Adrenozeptoren eine
Steigerung  der intrazellularen  Calciumkonzentration zu erreichen. Da auch
Serotoninrezeptoren in der Epidermis beschrieben sind, kénnte MK-801 auch auf diese
Rezeptoren Uber die Erhohung der Serotoninkonzentration einen Einfluss haben und so fir
einen Calciuminflux in die Zelle sorgen [Lundeberg et al. 2002]. Andererseits wurde flr
Serotoninrezeptoren als ionotrope Rezeptoren auch festgestellt, dass MK-801 hier eine
antagonistische Aktivitat entfalten kann. MK-801 kann also bei Serotoninrezeptoren offenbar
sowohl (direkt) antagonistisch, als auch (indirekt) agonistisch wirken, wobei der letztendliche
Effekt auf die Calciumkonzentration vom sich einstellenden Gleichgewicht dieser beiden
Aktivitaten abhangen wird.

Weitere Mdoglichkeiten zur Beeinflussung der Calciumhomoostase durch MK-801 stellen
beispielweise der CaR oder der kapazitative Calciumeinstrom (durch Leerung der
intrazellularen Speicher getriggerter Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum) dar
[Putney 2001, Putney et al. 2001]. Bei letzterem sind die Calciumkanéle, tber die der
Calciumeinstrom in die Zelle stattfindet, noch nicht genau identifiziert. Die neuesten
Untersuchungen sprechen daftr, dass zwei Kanéle aus der transient receptor Potenzial (TRP)-
Familie, TRPC1 und TRPC4, die Hauptkandle fur den kapaztitativen Calciumeinstrom bei
Keratinozyten darstellen [Tu et al. 2007]. Da die physiologische Funktionsweise der TRP-
Kandle beim kapazitativen Calciumeinstrom noch nicht ganz geklart ist, ist auch eine Aussage
uber eine etwaige Interaktion von MK-801 mit diesen Kanélen schwer zu treffen.

Zuletzt ware auch ein Angreifen von MK-801 als Agonist an der physiologischen
Bindungsstelle von Glutamat bzw. NMDA am NMDA-Rezeptor selber denkbar. Dafir
spricht, dass MK-801 seine Struktur mit einem hydrophoben aromatischen Teil und einem
basischen Stickstoffatom mit vielen anderen im ZNS aktiven Substanzen gemeinsam hat,
welche nicht im lonenkanal, sondern an den physiologischen Bindungsstellen ihrer
Rezeptoren binden [Leeson et al. 1990]. Ein eindeutiger Beweis fir eine solche Bindung von
MK-801 am NMDA-Rezeptor fehlt jedoch bisher.

Insgesamt ist die Anzahl der transmembrandsen Calciumkanéle bei Keratinozyten grof3 und es
sind noch lange nicht alle Kandle identifiziert. Allein die TRP-Familie beinhaltet viele
verschiedene Kandle, die durch unterschiedlichste Mechanismen, wie Leerung der

intrazellularen Calciumspeicher, second messenger [IP3, Diacylglycerin (DAG)], aber auch
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Temperatur, Osmolaritat und Protonen aktiviert werden kénnen [Mauro 2003]. Welchen
Calcium-Kanal oder welche Calcium-Kanéle MK-801 beeinflusst, bleibt noch zu kléren.

Die  beschriebene durch MK-801 vermittelte Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration birgt weiterhin einen interessanten Aspekt zur ergédnzenden Erklarung
der NMDA-Rezeptor-antagonistischen Wirkung von MK-801 bei Keratinozyten. Durch die
Steigerung  der intrazellularen  Calciumkonzentration  kdnnte es zu  einer
Membrandepolarisation kommen, welche wiederum eine Affinitatsminderung von NMDA zu
seinem Rezeptor zur Folge haben konnte. Dies konnte auch erklaren, dass MK-801 bei
Keratinozyten trotz des bei ihnen vorherrschenden Rezeptor-Subtypen NMDAR2D, fir den
MK-801 eine eher schwache Affinitat besitzt [Fischer et al. 2006, Lynch et al. 1994], die
NMDA-Wirkung suffizient inhibiert.

Insgesamt zeigt sich MK-801 in unseren Versuchen als starker NMDA-Rezeptor-Antagonist,
dessen hemmende Wirkung auf den NMDA-induzierten Calciumeinstrom jedoch gleichzeitig
durch die ebenfalls durch MK-801 selber verursachte Erhohung der Kkeratinozytéren
Calciumkonzentration  Uberlagert ~ wird.  Die  Steigerung  der intrazelluldren
Calciumkonzentration wird dabei vermutlich durch andere Kanéle als den NMDA-Rezeptor
vermittelt. Bei niedrigen MK-801-Konzentrationen ist dabei in der Summe noch eine NMDA-
Rezeptor-antagonistische Wirkung in Bezug auf die Calciumkonzentration zu verzeichnen,
bei Konzentrationen ab 100uM Uberwiegt in unseren Versuchen der jedoch der Eigeneffekt

und ist mit dem von NMDA 50uM vergleichbar.

5.1.3.AP5
In unseren Versuchen zeigte sich AP 5 bei NHEK als wirksamer NMDA-Rezeptor-

Antagonist ohne zytotoxisches Potenzial und ohne eigenen Einfluss auf die intrazellulére
Calciumkonzentration.

Es handelt sich bei unseren Untersuchungen nach Lage der Literatur um die ersten
Untersuchungen zur moglichen Zytotoxizitat von AP 5 bei Keratinozyten. Anhand unserer
Ergebnisse konnte keine Zytotoxizitat von AP 5 bei NHEK nachgewiesen werden. Auffallig
war, dass bei einer Konzentration von 50uM sowohl nach 24h als auch nach 48h ein
proliferativer Effekt von AP 5 zu verzeichnen war. Proliferation findet bei Keratinozyten v.a.
bei niedriger extrazellularer Calciumkonzentration statt, welche mit einer niedrigen
intrazellularen Calciumkonzentration verknipft ist [Kruszewski et al. 1991; Landsdown
2002]. Zusétzlich kann auch ein kurzfristiger intrazellularer Calciumkonzentrationsanstieg

eine proliferative Wirkung haben [Sharpe et al. 1989; Sharpe et al. 1993]. Die Bedingungen
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niedriger intrazellularer Calciumkonzentration mussten durch AP 5 gegeben sein. Dass
dennoch nur bei 50uM eine Proliferation sichtbar ist, kénnte an einem ,,on/off-Mechanismus*
liegen: bei niedrigen Konzentrationen (<50uM) ist die Wirkstarke von AP 5 noch nicht
ausreichend, um eine hinreichend geringe intrazelluldre Calciumkonzentration zu induzieren,
bei hoheren Konzentrationen (>50uM) wird die AP 5-Wirkung durch einen negativen
Rickkopplungsmechanismus wiederum abgeschwécht. Da es sich hier nur um eine einzige
Konzentration handelt, ist dieser Erklarungsansatz aber vielleicht etwas spekulativ. Zudem
widerspricht dies augenscheinlich zundchst unseren Calciumkonzentrationsmessungen, in
denen auch bei AP 5-Konzentrationen <50uM und >50uM die Blockierung des
Calciumeinstroms komplett war. Hier war aber der Messzeitraum wesentlich kiirzer (20 Min.)
als bei den Zytotoxizitats-/Proliferationsversuchen (48h). Zu bedenken ist aulerdem, dass
dieses  Erklarungsmodell zur Voraussetzung hat, dass in den verwendeten
Keratinozytenkulturen immer eine gewisse Menge an NMDA-Rezeptor-Agonisten, z.B.
Glutamat, vorhanden ist, da sonst die Anwesenheit von AP 5 lberhaupt keine Auswirkungen
hatte. Die zweifelsohne wichtigste Aussage der Zytotoxizitatsuntersuchungen zu AP 5 ist
jedoch, dass AP 5 in den gemessenen Konzentrationen bei NHEK Kkein zytotoxisches
Potenzial aufwies und so eine Grundvoraussetzung fur die etwaige Anwendung als NMDA-
Rezeptor-Antagonist in der experimentellen Dermatologie erftillt.

Weiterhin zeigte sich AP 5 in den Calciumkonzentrationsmessungen als potenter NMDA-
Rezeptor-Antagonist. Dabei war eine Konzentrationsabhéngigkeit der antagonistischen
Wirkung von AP 5 zu verzeichnen. Ab einer Konzentration von 10 uM hemmte AP 5 den zu
erwartenden NMDA-induzierten Calciumkonzentrationsanstieg komplett.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen der neurologischen in vitro-Forschung. AP 5
und AP 7 stellen die ,,Leitsubstanzen* in der Entwicklung der meisten kompetitiven NMDA-
Rezeptor-Antagonisten dar. Ausgehend von ihrer Grundstruktur, einer 5- bzw. 7-kettigen o-
Phosphono-a-Carboxyl-Aminoséure, wurden eine Reihe anderer kompetitiver Antagonisten
entwickelt. Fir die antagonistische Potenz sind dabei mehrere strukturelle Faktoren
entscheidend: 1. die Kettenlange: diese muss l&anger als Glutamat sein, die optimale L&nge flr
eine hohe antagonistische Potenz liegt bei 3 (AP 5) oder 5 (AP 7) Atomen zwischen den
Sauregruppen, 2. optische Isomerie: D-Formen sind in der Regel 10-50 mal starker wirksam
als die L-Formen, 3. der Substituent am ®-Ende: am effektivsten ist hier eine Phosphono-
Gruppe [Olverman et al. 1988; Jane et al. 1995]. Ein Erklarungsmodell fiir die antagonistische
Wirkung derart konfigurierter Aminoséuren ist, dass sie den lonenkanal verlegen, wenn sie an

der Glutamatbindungsstelle binden. Dies wére fur kirzere Ketten oder langere Ketten in L-
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Konfiguration nicht moglich. Bis heute ist AP 5 einer der potentesten Vertreter dieser
kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten. Nur wenige neuere Entwicklungen wie das AP
7-Analog CPP [4-(3-phosphonopropyl)piperazine-2-carboxylic acid], oder die AP 5-Analoge
CGP 39653 [(RS)-(E)-2-amino-4-propyl-5-phosphono-3-pentnoic acid] und CGS 19755
[(2RS, 4SR)-4-phosphonomethyl-2-piperidine carboxylic acid] besitzen eine hohere Affinitat
zum NMDA-Rezeptor als AP 5 selbst [Jane et al. 1995]. In der neurologischen Forschung
wurde die Wirksamkeit von AP 5 gepruft, indem die Affinitdt zum NMDA-Rezeptor sowie
die Inhibitionsfahigkeit NMDA-induzierter elektrischer Potenziale gemessen wurde
[Olverman et al. 1988; Evans et al. 1982]. Der direkte Einfluss auf die Calciumkonzentration
einzelner Zellen, wie in unseren Experimenten, wurde nicht gemessen, ein Vergleich der
Potenz von AP 5 bei Neuronen und Keratinozyten  (beispielsweise
Schwellenkonzentrationsvergleich der Hemmung) ist also nicht direkt moglich. Bei beiden
Zellarten ist aber konzentrationsabhé&ngig eine komplette Hemmung der NMDA-vermittelten
Effekte moglich [Davies et al. 1981]. Neben der hohen antagonistischen Potenz zeichnet sich
AP 5 in neurologischen in vitro-Experimenten durch seine strenge Selektivitat fur den
NMDA-Rezeptor aus [Foster, Fagg 1987], was sowohl im experimentellen Bereich, als auch
bei einem eventuellen medikamentdsen Einsatz von Vorteil ist. Allerdings gibt es bei in vivo-
Versuchen auch Hinweise auf eine mégliche agonistische Potenz von AP 5 [Hara et al. 1997]
sowie eine antagonistische Wirkung an einer Subpopulation von Quisqualat-Rezeptoren
[Raigorodsky, Urca 1990]. Eine Erkléarung fir letzteres konnte sein, dass Quisqualat in
hoheren Konzentrationen auch an NMDA-Rezeptoren bindet, dass es sich also auch in diesem
Fall um NMDA-Rezeptoren und nicht um ,,Quisqualat-Rezeptoren* gehandelt haben kdnnte,
an die AP 5 gebunden hat. Zudem sind in vivo-Versuche durch eine ungleich hdhere
Komplexitat als in vitro-Versuche gekennzeichnet, was eindeutige Interpretationen der
Ergebnisse schwieriger macht. Weitere Untersuchungen sind hier sicherlich notwendig.
Explizite Untersuchungen zur Selektivitat von AP 5 bei Keratinozyten fehlen bisher.

Die Wirkung von AP 5 bei Keratinozyten wurde bisher erst in zwei Arbeiten beschrieben
[Fuziwara et al. 2003; Nahm et al. 2004]. Die Daten aus diesen Untersuchungen stimmen mit
unseren Daten uberein, die AP-5 als potenten NMDA-Rezeptor-Antagonisten zeigen.
Fuziwara et al. untersuchten den Effekt von NMDA, D-AP 5 und MK-801 auf die
Hautbarrierewiederherstellung  bei  haarlosen ~ Mausen.  Wahrend NMDA  die
Barrierewiederherstellung verzdgerte, wurde dieser Prozess von AP 5 und MK-801
beschleunigt. Dabei zeigte AP 5 eine starkere Wirksamkeit als MK-801 [Fuziwara et al.
2003]. Auch gibt es keinen Hinweis auf eine NMDA-Rezeptor-agonistische Aktivitat von AP
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5 bei Keratinozyten, wenngleich dieses aufgrund der Versuchsmethode aber auch nicht sicher
ausgeschlossen werden kann. Nahm et al. testeten bei Kultivierten Keratinozyten mittels
Fluoreszenzmessungen den Einfluss von NMDA, DL-AP 5 und MK-801 auf die intrazellulére
Calciumkonzentration. Der durch NMDA induzierte Calciumkonzentrationsanstieg wurde
hier durch AP 5 (100uM) komplett inhibiert, der gleiche Effekt wurde aber auch von MK-801
(10uM) erzielt. Eine Aussage uber eine NMDA-Rezeptor-agonistische Wirkung von AP 5
kann aus methodischen Griinden (Messung relativer Anderung der Calciumkonzentration
nach Inkubation mit AP 5) nicht getroffen werden [Nahm et al. 2004].

Bemerkenswert ist, dass sowohl in unseren Versuchen, als auch in denen von Nahm et al. DL-
AP 5 und nicht die zumindest bei Neuronen wirksamere reine D-Form verwendet wurde. Die
Affinitat von D-AP 5 zum NMDA-Rezeptor ist bei Neuronen etwa 65 mal hoher als fir L-AP
5 [Olverman et al. 1988]. Dennoch zeigte DL-AP 5 bei Keratinozyten eine hohe
antagonistische Potenz, ausreichend fur die komplette Blockung der NMDA-Wirkung schon
in niedrigen Konzentrationen. Dies konnte fur eine geringere Stereospezifitat von AP 5 beim
keratinozytaren NMDA-Rezeptor, also dem Rezeptorsubtyp NMDAR2D sprechen.
Zusammenfassend stellt AP 5 anhand unserer Daten bei Keratinozyten einen potenten
NMDA-Rezeptor-Antagonisten ohne zytotoxische Wirkung und ohne eigenen Einfluss auf
die Calciumkonzentration dar, was ihn fur einen zukinftigen Einsatz als NMDA-Rezeptor-

Antagonisten in der experimentellen Dermatologie interessant macht.

5.1.4. D-Glutamat

D-Glutamat erwies sich in der vorliegenden Arbeit bei NHEK als nicht-toxische Substanz mit
NMDA-Rezeptor-antagonistischer Wirkung. Weiterhin bewirkte D-Glutamat aber auch selber
eine Steigerung der intrazelluldren keratinozytaren Calciumkonzentration.

In den Zytotoxizitatsuntersuchungen wies D-Glutamat dabei weder nach 24h noch nach 48h
in den gemessenen Konzentrationen bis 200uM ein zytotoxisches Potenzial auf. Auch eine
proliferative Wirkung konnte anhand unserer Untersuchungen nicht verzeichnet werden.
Unsere Experimente stellen laut Literaturlage bisher die ersten Untersuchungen zur
mdoglichen Zytotoxizitdt von D-Glutamat bei Keratinozyten dar. Die Ergebnisse fir D-
Glutamat sind mit denen von MK-801 vergleichbar (weder Zytotoxizitat noch Proliferation).
Beide Substanzen haben eine ahnliche Wirkung auf die intrazelluldre Kkeratinozytére
Calciumkonzentration (einerseits NMDA-Rezeptor-antagonistische Aktivitat, andererseits
eigene Erhoéhung der Calciumkonzentration), was mit dem &hnlichen Verhalten bezlglich
Zytotoxizitat und Proliferation verknipft sein konnte. Entscheidend fir unsere Versuche ist
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jedoch die Feststellung, dass kein Anhalt fir eine Zytotoxizitat von D-Glutamat bestand und
somit auch keine Verfalschungen der Calciumkonzentrationsmessungen zu erwarten waren.
Die bereits beschriebene NMDA-Rezeptor-antagonistische Wirkung von D-Glutamat wurde
in unseren Versuchen daraus ersichtlich, dass sich bei den Caliumkonzentrationsmessungen
nach Zugabe von NMDA zu den mit D-Glutamat inkubierten Zellen keine weitere statistisch
signifikante Zunahme der Calciumkonzentration zeigte. D-Glutamat zeigte somit eine starke
NMDA-Rezeptor-antagonistische Wirkung. Andererseits hatte D-Glutamat, wie bereits
genannt, selber einen steigernden Einfluss auf die intrazelluldare Calciumkonzentration. Eine
eindeutige  Konzentrationsabhéngigkeit bei der  Steigerung der intrazellularen
Calciumkonzentration sowie bei der Hemmung des Calciuminfluxes konnte dabei nicht
festgestellt werden. Der eigene Einfluss auf die Calciumkonzentration war insgesamt etwas
geringer als der von MK-801 (D-Glutamat: max. 40% reaktive Zellen; MK-801: max. 56%
reaktive Zellen) und auch in jeder Konzentration signifikant geringer als der von NMDA
50uM.

Insgesamt legen die Daten nahe, dass es sich bei D-Glutamat um einen Partialagonisten am
NMDA-Rezeptor handelt, also um einen Liganden mit sowohl agonistischen als auch
antagonistischen Eigenschaften. Dass D-Glutamat prinzipiell eine agonistische Wirkung am
NMDA-Rezeptor hat, steht im Einklang mit den Ergebnissen der neurologischen Forschung.
Hier ist D-Glutamat als unspezifischer Glutamatrezeptor-Agonist bekannt. Gemessen wurde
in den meisten Studien der Einfluss auf das Membranpotenzial von Neuronen. Hier zeigte D-
Glutamat wie L-Glutamat, NMDA und andere exzitatorische Aminosduren auch, eine
exzitatorische Wirkung [Curtis, Watkins 1963; Watkins 1986; Curtis et al. 1961]. Angaben
uber die Starke der Wirkung variieren. Einige Studien zeigen eine gleichstarke exzitatorische
Potenz von L- und D-Glutamat [Watkins 1986; Curtis et al. 1961], andere sprechen fiir eine
geringere Wirksamkeit von D-Glutamat im Vergleich zu L-Glutamat [Olverman et al. 1988;
Curtis, Watkins 1963], wobei von Olverman et al. die Affinitat zur Bindungsstelle und nicht
die Aktivitit gemessen wurde. Die Affinitdt unterschied sich jedoch deutlich
[Dissoziationskonstante (Kq) D-Glutamat: 49uM; Ky L-Glutamat: 0,9uM]. Im Vergleich zu
NMDA war die Affinitat/Aktivitdt von D-Glutamat jedoch immer geringer, was fur D-
Glutamat als Partialagonisten am NMDA-Rezeptor spricht [Curtis et al. 1961; Olverman et al.
1988; Curtis, Watkins 1963]. Dass die exzitatorische Wirkung von D-Glutamat bei Neuronen
(zumindest teilweise) auch tatsdchlich auf eine Bindung an den NMDA-Rezeptor
zurlickzufuhren ist, wird in einigen Untersuchungen dadurch belegt, dass D-Glutamat mit

spezifischen NMDA-Rezeptor-Antagonisten um dieselbe Bindungsstelle konkurriert
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[Olverman et al. 1988; Watkins, Evans 1981]. Aber auch eine Bindung an andere Rezeptoren
ist  mdoglich. Hier kommen insbesondere andere ionotrope oder metabotrope
Glutamatrezeptoren in Betracht. In einer Studie gibt es Hinweise darauf, dass D-Glutamat an
Rezeptoren angreift, an denen Quisqualat bindet, also v.a. an AMPA-Rezeptoren und
metabotropen Rezeptoren [Watkins, Evans 1981]. Prinzipiell kommen diese verschiedenen
Madglichkeiten der D-Glutamat-Wirkung auch als Erklarungsmodell fir den durch D-
Glutamat verursachten Calciuminflux bei Keratinozyten in Frage. AuBer unseren
Untersuchungen existieren bei Keratinozyten keine Daten beziglich des Einflusses von D-
Glutamat auf die Calciumkonzentration. In einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe haben
wir jedoch die Auswirkung von L-Glutamat auf die Calciumkonzentration Kkultivierter
Keratinozyten (NHEK) sowie deren Antagonisierung durch AP 5 untersucht. Es zeigte sich,
dass L-Glutamat und D-Glutamat in quantitativ vergleichbarer Weise zu einer Steigerung der
intrazellularen Calciumkonzentration fiihren (L-Glutamat bis zu 44% reaktive Zellen, D-
Glutamat bis zu 40% reaktive Zellen) [Fischer et al. 2007]. Im Vergleich zu NMDA stellt dies
jedoch eine geringere Potenz von D- und L-Glutamat dar, was auf eine schwachere
agonistische oder partialagonistische Wirkung von D- und L-Glutamat schlielen [&sst.
Interessanterweise wurde der L-Glutamat vermittelte Calciumkonzentrationsanstieg nicht
komplett durch AP 5 verhindert (noch 20% reaktive Zellen), was dafur spricht, dass auch bei
Keratinozyten andere Rezeptoren als der NMDA-Rezeptor durch L-Glutamat und dann
vermutlich auch durch D-Glutamat stimuliert werden [Fischer et al. 2007].

Ob ein Stoff eine agonistische oder antagonistische Wirkung am NMDA-Rezeptor hat, h&angt
wesentlich mit der Kettenlange zusammen. Aminosduren, die eine kurze Kette besitzen, mit
zwei oder drei Atomen zwischen den Sdureenden wie Aspartat oder Glutamat, haben im
Allgemeinen eine agonistische Aktivitat, wobei hier kein wesentlicher Unterschied zwischen
den D- und L-Formen besteht. Stoffe mit ldngeren Ketten besitzen dagegen eine
antagonistische Wirkung, wobei hier die D-Formen die hohere Aktivitat haben (s.0.)
[Olverman et al. 1988]. Glutamat mit einer Kettenlange von drei Atomen zwischen den
Saureresten konnte somit in seiner D-Form den Ubergang zwischen der Agonist- und
Antagonist-Struktur bilden und damit beide Eigenschaften besitzen, also Partialagonist sein
[Jane et al. 1995]. Dass dies allein den Grund fir die Inhibierung der NMDA-AKktivitat
darstellt, ist jedoch fraglich, da bisherige Untersuchungen dafir sprechen, dass NMDA eine
héhere Affinitdt zum NMDA-Rezeptor besitzt als D-Glutamat. Anhand unserer Ergebnisse
musste die Affinitat von D-Glutamat aber groRer sein als die von NMDA, so dass D-Glutamat

die Bindung von NMDA also suffizient hemmt, jedoch selber eine geringere intrinsic activity
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als NMDA besitzt und daher zu einem im Vergleich mit NMDA geringeren Calciumeinstrom
flhrt. Dies scheint eher unwahrscheinlich, ist aber zu diskutieren, da es sich um Keratinozyten
handelt und tber die Wirkung von D-Glutamat an dem Kkdirzlich hier identifizierten Subtyp
NMDARZ2D bisher nichts bekannt ist.

Eine andere plausible Erklarung wére, dass D-Glutamat die Affinitdt von NMDA zu seinem
Rezeptor mindert oder andersartig das NMDA-Rezeptor-Verhalten beeinflusst. Wie oben
aufgefihrt, ist es wahrscheinlich, dass D-Glutamat aufler an den NMDA-Rezeptor auch an
andere Glutamatrezeptoren bindet und so beispielsweise das Membranpotenzial beeinflussen
konnte, was wiederum eine Auswirkung auf die Bindung von NMDA zum NMDA-Rezeptor
haben konnte.

AuRer in der vorliegenden Arbeit wurde bisher nur in einer Arbeit von Fuziwara et al. die
Wirkung von D-Glutamat auf Keratinozyten untersucht [Fuziwara et al. 2003]. Es handelt
sich hier um funktionelle Untersuchungen zur Auswirkung von NMDA-Rezeptor-Agonisten
und -Antagonisten auf die Hautbarrierewiederherstellung. Der Einfluss auf die
Calciumkonzentration wurde nicht gemessen. In dieser Studie zeigte D-Glutamat eine
schwache, aber signifikante Beschleunigung der Hautbarrierewiederherstellung, was fur eine
schwache NMDA-Rezeptor-antagonistische Wirkung spricht und prinzipiell mit unseren
Ergebnissen von D-Glutamat als Partialagonisten bei Keratinozyten vereinbar ist.

Insgesamt handelt es sich bei D-Glutamat nach unseren Ergebnissen um einen
Partialagonisten am keratinozytdren NMDA-Rezeptor und nicht um einen reinen
Antagonisten, was ihn fur den Einsatz als NMDA-Rezeptor-Antagonisten in der

dermatologischen Forschung problematisch erscheinen l&sst.
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6. Zusammenfassung

In letzter Zeit wurden zunehmend Rezeptoren neurogenen Ursprungs in der Epidermis
beschrieben. Einen Vertreter dieser Gruppe stellt der NMDA-Rezeptor dar. Durch eine
Regulierung der Calciumkonzentration von Keratinozyten besitzt er vermutlich einen Einfluss
auf Wachstum und Differenzierung der Epidermis. Uber die Wirkung von NMDA-Rezeptor-
Antagonisten bei Keratinozyten ist dabei wenig bekannt. Bisher wurde in der experimentellen
Dermatologie der ,,Standard*“-NMDA-Rezeptor-Antagonist MK-801 verwendet, wobei es in
der Literatur Hinweise gibt, dass MK-801 am keratinozytaren NMDA-Rezeptor nur schwach
antagonistisch wirksam ist sowie mdéglicherweise selbst einen Einfluss auf die intrazellulare
Calciumkonzentration hat und ein zytotoxisches Potenzial bei Keratinozyten besitzt. Flr
andere NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei Keratinozyten gibt es bisher kaum Daten. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher die Wirkung der NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801,
AP 5 und D-Glutamat bei NHEK bezlglich Zytotoxizitat, NMDA-Rezeptor-antagonistischer
Wirkung sowie des eigenen Einflusses auf die intrazelluldre Calciumkonzentration untersucht
und verglichen.

Die Zytotoxizitatsuntersuchungen wurden mittels Kristallviolett-Methode durchgefihrt.
Dabei wiesen weder MK-801, noch AP 5 oder D-Glutamat eine zytotoxische Wirkung auf.
Der Einfluss von MK-801, AP 5 und D-Glutamat auf den durch NMDA induzierten
Calciumeinstrom wurde mittels Fluoreszenzmessung am Laser-Scanning Mikroskop
untersucht. Dabei zeigten alle Substanzen eine signifikante Inhibition des NMDA-induzierten
Calciumeinstroms, also eine NMDA-Rezeptor-antagonistische Wirkung. Fiur AP 5 konnte
eine Konzentrationsabhéngigkeit der Hemmung des Caliuminfluxes nachgewiesen werden.
Der Einfluss der drei Antagonisten selber auf die intrazellulare keratinozytére
Calciumkonzentration wurde ebenfalls mittels Laser-Scanning Mikroskopie gemessen. Hier
fihrten interessanterweise sowohl MK-801 als auch D-Glutamat zu einer Erhéhung der
intrazellularen  Calciumkonzentration, wahrend AP 5 keinen Einfluss auf die
Calciumkonzentration hatte. Dabei wird der MK-801-induzierte Calciumeinstrom vermutlich
durch andere Calciumkanédle als den NMDA-Rezeptor vermittelt. Die durch D-Glutamat
bedingte Calciumkonzentrations-Erhéhung ist wahrscheinlich auf die partialagonistischen
Eigenschaften von D-Glutamat am NMDA-Rezeptor und anderen Glutamatrezeptoren der
Keratinozyten zurtickzufuihren.

Insgesamt zeigen unsere Untersuchungen, dass AP 5 aufgrund seiner starken NMDA-

Rezeptor-antagonistischen Wirkung ohne eigenen Einfluss auf die Calciumkonzentration und
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ohne zytotoxisches Potenzial fiir den Einsatz als NMDA-Rezeptor-Antagonist bei
Keratinozyten besonders gut geeignet ist und MK-801 bzw. D-Glutamat bei Studien zur

NMDA-Rezeptor-abhéngigen Calciumhomoostase von Keratinozyten vorgezogen werden
sollte.
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8. Thesen der Arbeit

1. Auch humane Keratinozyten besitzen NMDA-Rezeptoren, welche (ber eine
Regulierung der intrazellularen Calciumkonzentration vermutlich einen Einfluss auf
Wachstum und Differenzierung der Epidermis haben.

2. Uber die Wirkung von NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei Keratinozyten ist dabei
wenig bekannt. Fir den bisher in der experimentellen Dermatologie verwendeten
»otandard“-NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801 gibt es Hinweise, dass er am
keratinozytaren NMDA-Rezeptor nur schwach antagonistisch wirksam ist sowie
mdoglicherweise selbst einen Einfluss auf die intrazelluldre Calciumkonzentration hat
und ein zytotoxisches Potenzial besitzt. Uber andere NMDA-Rezeptor-Antagonisten
bei Keratinozyten ist bisher wenig bekannt.

3. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Wirkung der NMDA-Rezeptor-
Antagonisten MK-801, AP 5 und D-Glutamat bei NHEK beziiglich Zytotoxizitét,
NMDA-Rezeptor-antagonistischer Wirkung sowie des eigenen Einflusses auf die
intrazellulare Calciumkonzentration untersucht und verglichen.

4. Mittels Kristallviolett-Methode wurde gezeigt, dass weder MK-801 noch AP 5 oder
D-Glutamat eine zytotoxische Wirkung bei NHEK besitzen.

5. In den mittels Fluoreszenzmessungen am Laser Scanning Mikroskop durchgefiihrten
Calciummessungen wiesen alle Effektoren eine signifikante Inhibition des NMDA-
induzierten Calciumeinstroms, also eine NMDA-Rezeptor-antagonistische Wirkung
auf. Fiar AP 5 konnte eine Konzentrationsabhangigkeit der Hemmung des
Calciumeinstroms nachgewiesen werden.

6. Sowohl MK-801 als auch D-Glutamat fiihrten selber zu einer Erhdhung der
intrazelluldren Calciumkonzentration.

7. Der MK-801-induzierte Calciumeinstrom wird vermutlich durch andere
Calciumkanéle als den NMDA-Rezeptor vermittelt. Die durch D-Glutamat bedingte
Calciumkonzentrations-Erhohung ist wahrscheinlich auf die partialagonistischen
Eigenschaften von D-Glutamat am NMDA-Rezeptor und anderen Glutamatrezeptoren
zuruckzufihren.

8. AP 5 besal? selber keinen Einfluss auf die intrazellulare Calciumkonzentration.

9. Anhand unserer Ergebnisse ist AP 5 fiir den Einsatz als NMDA-Rezeptor-Antagonist
bei Keratinozyten gut geeignet und sollte bei Untersuchungen zur NMDA-Rezeptor-

abhangigen Calciumhomoostase MK-801 und D-Glutamat vorgezogen werden.
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