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Einleitung

I. Einleitung

1.1. UVB-induzierte Immunsuppression

1.1.1. Ultraviolett B Strahlung

Die Sonne emittiert ein sehr breites Spektrum an elektromagnetischer Strahlung. Sie strahlt
nicht nur Wellenlangen im sichtbaren Bereich aus (400 — 700 nm), sondern umfasst das
gesamte elektromagnetische Spektrum wie die hoch energetische kurzwellige Gamma- (< 0,5
nm) und Réntgenstrahlung (<10 nm), Ultraviolett (UV) Strahlung (10 — 400 nm), die
Infrarotstrahlung (780 nm — 100.000 nm) wie auch die Mikro- und Radiowellen (> 1 mm) (Abb.
I.1.). Die Zusammensetzung der Sonnenstrahlung, die die Erdoberflache erreicht, wird
modifiziert von der Erdatmosphére. Je langerwellig die Strahlen werden, desto leichter
passieren sie die Erdatmosphére. Die gréRte atmospharische Durchlassigkeit befindet sich im
sichtbaren Bereich des Sonnenspektrums. Allerdings bestehen etwa 5% der
elektromagnetischen Strahlung auf der Erdoberflache aus Wellenldngen im UV-Bereich. Dabei
macht die langerwellige UVA-Strahlung (320 — 400 nm) etwa 95 — 98% des UV-Spektrums auf
der Erde aus, nur 2 — 5% dieses Bereiches bestehen aus den energiereicheren UVB-Strahlen
(290 — 320 nm) (1).

Gamma- | Rontgen- Ultraviolet sn:h_tbares Infrarot Radio-
strahlen strahlen Licht wellen
<05 <10 .+*"  <200-400 S+.400-700  700-100.000  >1x10°
"’o b~~‘
“o - ‘l‘~
Vakum-
uvc UVB UVA
uv
<200 200 - 290 290-320  320-400
Wellenlédnge

Strahlungsenergie

Abbildung 1.1. zeigt schematisch den Wellenl&ngenbereich des Sonnenspektrums. Von photochemischer und
biochemischer Bedeutung ist neben dem sichtbaren Bereich vor allem das Ultraviolett, das in die vier Unterbereiche
Vakuum-UVC, UVC, UVB und UVA eingeteilt ist. In der vorliegenden Arbeit werden zelluldre und
molekularbiologische Effekte der UVB-Strahlung untersucht. Zahlenangaben nennen die Wellenlangen in nm.

Die meisten Lebensprozesse auf der Erde sind abhangig von der Sonnenenergie. Von
besonderer biologischer Bedeutung ist sowohl der sichtbare Bereich als auch der UV-Bereich.
Beide spielen eine wichtige Rolle bei photochemischen und biochemischen Ablaufen in
lebenden Organismen wie beispielsweise der Photosynthese bei Pflanzen und der Synthese
von Vitamin D beim Menschen. Das Sonnenlicht, insbesondere der energiereichere Bereich der
UV-Strahlung, hat jedoch auch schadigende Wirkungen. Ausfihrlich beschrieben sind
Zusammenhéange zwischen UV-Strahlen und Sonnenbrand und Entziindungsreaktionen (2;3),
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frihzeitiger Hautalterung (4;5) und Immunsuppression und Hautkrebs (6-11). Obwohl der UVB-
Anteil des Sonnenspektrums auf der Erdoberflache kleiner ist als der UVA-Anteil, hat UVB-
Strahlung ein erheblich héheres mutagenes Potential und gilt als Hauptverursacher der
gesundheitsschadlichen UV-Auswirkungen (12).

1.1.2. Die Entdeckung der UVB-induzierten Immunsuppression

Die Absorption der hohen Strahlungsenergie versetzt Molekile in einen angeregten Zustand,
indem freie Elektronen auf energiereichere Schalen gehoben werden. Da solche freien
Elektronen dulerst reaktiv sind, kann dieses Ereignis zu Konformationsanderungen und neuen
Bindungen des Molekils fiihren. Trifft UVB-Strahlung auf die Haut, wird der gréte Teil der
elektromagnetischen Energie von Molekilen innerhalb der Epidermis absorbiert, welche
hauptsachlich aus Keratinozyten besteht, die die verschiedenen epidermalen Schichten
aufbauen, und zu 2 — 4% aus Langerhans Zellen (LZ) (Abb. 1.2.).

UVB-Strahlung kann das Erbmaterial Desoxyribonukleinsdure (DNS) in Hautzellen direkt
schadigen und Genmutationen verursachen. Ein gut funktionierendes molekularbiologisches
Reparatur- und zellulares Immunsystem kann in der Regel geschéadigte Zellen erkennen und
reparieren oder irreparabel geschéadigte Zellen beseitigen (13). Da das zellulare Immunsystem
jedoch durch UVB-Strahlung beeinflusst wird, indem zell-vermittelte Immunantworten
unterdriickt werden (6;7;14;15), kann sich durch die Schwachung dieses zellularen
Kontrollmechanismus klinisch erkennbarer Hautkrebs aus den UVB-geschadigten Hautzellen
entwickeln.

Da Hauttumore bevorzugt an stark sonnenexponierten Hautstellen entstehen, erkannten Arzte
schon Anfang des letzten Jahrhunderts einen Zusammenhang zwischen Sonnenlicht und
Hautkrebs. Margret Kripke und Kollegen waren die ersten Forscher, die in den 1970er Jahren
eine  Abhangigkeit zwischen UV-induzierter Immunsuppression und UV-induzierter
Krebsentstehung beschrieben. In einer Serie von Experimenten konnten sie zeigen, dass UV-
induzierte Hauttumore, die auf syngene Mause (syngen = genetisch Ubereinstimmend, z. B. bei
Mausen eines Inzuchtstammes) transplantiert wurden, von diesen abgestoRen wurden. Dieses
Ergebnis deutete darauf hin, dass UV-induzierte Hauttumore einen antigenen Phanotyp
besitzen, welche durch ein intaktes Immunssystem beseitigt werden konnen. Wurden die
syngenen Mause allerdings vor der Transplantation mit immunsuppressiven Medikamenten
behandelt, oder — und das war die neue Erkenntnis — mit niedrigen UVB-Dosen bestrahilt,
verloren diese die Fahigkeit, den Tumor abzustof3en und zu beseitigen (6-8;8;16). Diese
Erkenntnisse l6sten weltweite Forschungsaktivitaten aus, welche die zugrundeliegenden
zellularen und molekularen Mechanismen aufklaren. Hieraus entwickelte sich das
Forschungsgebiet der Photoimmunologie. Es zeigte sich, dass die Mechanismen hoéchst
komplex und noch langst nicht umfassend verstanden sind.
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Abbildung 1.2. zeigt schematisch den schichtartigen Aufbau der Haut. Die Haut ist flichenméRig das gréRte

Organ, das sich aus drei funktionell unterschiedlichen Bereichen zusammensetzt, von aufen nach innen 1) der
Epidermis, 2) der darunterliegenden Dermis und 3) der Hypodermis. Die Dicke einer normalen Haut variiert je nach
Region zwischen 1,5 und 4 mm. Die Epidermis ist ein geschichtes, schuppenartiges Epithel, das eine
durchschnittliche Dicke zwischen 0,4 bis 1,5 mm erreicht. Sie besteht aus mehreren Schichten von Keratinozyten,
dem Hauptzelltyp der Epidermis, welche in distaler Richtung von mitotisch aktiven Zellen schrittweise zu
abgestorbenen Hornzellen ausdifferenzieren. Ein wichtiges Merkmal von Keratinozyten sind die Keratinfilamente im
Zytoplasma, welche Desmosomen oder ahnliche Verbindungen zwischen benachbarten Zellen formen. Die
Epidermis selbst lasst sich in vier Schichten unterteilen. 1) Die innersten Basalzellschicht, die auch Stratum
germanitivum genannt wird, besteht aus mitotisch aktiven Keratinozyten. 2) In distaler Richtung befindet sich
oberhalb der Basalzellschicht das Stratum spinosum, deren Zellen als Stachelzellen bezeichnet werden (lat. spinae =
Dornen). Die Stacheln sind Desmososmen und dienen dem mechanischen Halt zwischen den Zellen. 3) Die dritte
Zellschicht ist das Stratum granulosum. Das hervorstechendste Merkmal sind die basophilen Keratohyalingranula. 4)
Beim Ubergang vom Stratum granulosum zum Stratum corneum leiten die Zellen ihren programmierten Zelltod ein.
Ausdifferenzierte Hornzellen haben bis zu 86% ihres Nassgewichts verloren. In das dichte Netz aus Keratinozyten
sind weitere Zelltypen eingelagert: Langerhans Zellen sind Dendritische Zellen, die aus dem Knochenmark stammen
und in der Regel in normaler Haut die suprabasale Epidermalschicht besiedeln. Sie sind ein wichtiger Bestandteil
des Immunsystems der Haut. In der Basalzellschicht findet man auRerdem Melanozyten, die das Pigment Melanin
produzieren, und Merkel Zellen, die der Wahrnehmung mechanischer Reize dienen. Unterhalb der Epidermis
befindet sich die Dermis, welche hauptsachlich aus Fibroblasten und von ihnen produzierten Kollagenkomplexen
besteht. Sie ist durchzogen von Nervenfasern und einem fein kapillarisierten Blutgefa3system, das fiir den Gas- und
Nahrstoffaustausch der Haut sorgt. Uber Lymphkapillaren steht die Haut auBerdem mit dem peripheren
Immunsystem in Kontakt. Die Dermis stellt den grofiten Anteil der Haut und ist verantwortlich fir ihre Elastizitat,
Verformbarkeit und Zugfestigkeit. Die innerste Hautschicht, die Hypodermis, wird gebildet vom subkutanen
Fettgewebe, das den Kérper gegen Warmeverlust isoliert, mechanische Trauma reduziert und am allgemeinen
Energiestoffwechsel beteiligt ist.

Abkiirzungen: F, Fettzelle; FB, Fibroblast; K, Kapillare; LZ, Langerhans Zelle; M, Melanozyt
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1.1.3. Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktionen als Modell fiir UVB-induzierte
Immunsuppression

Zur Untersuchung der UVB-induzierten Immunsuppression haben sich nheben Tumormodellen
insbesondere allergische Reaktionen vom verzdgerten Typ gegen Antigene als auch
Kontaktsensibilisierungen gegen Haptene, beides sogenannte Typ v
Uberempfindlichkeitsreaktionen, als geeignete Standardmodelle erwiesen. Typ IV
Uberempfindlichkeitsreaktionen sind T-Zell-vermittelte Immunantworten, die entweder durch
freie oder zell-assoziierte Antigene/Haptene hervorgerufen werden kénnen. Da die maximale
Auspréagung der Reaktion erst ein bis zwei Tage nach Antigen/Haptenkontakt erreicht wird,
spricht man auch von Uberempfindlichkeitsreaktionen vom verzogerten Typ.

Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktionen und TumorabstoRung haben einige immunologische
Ahnlichkeiten, denn beide Formen der Immunantworten sind T-zell-vermittelte
Immunreaktionen, die durch UVB-Bestrahlung unterdriickt werden kénnen. Typ IV
Uberempfindlichkeitsreaktionen haben sich als Untersuchungsmodell weitestgehend
durchgesetzt, da man es hierbei mit definierten Antigenen oder im Fall der
Kontaktsensibilisierung mit Haptenen zu tun hat, wahrend die Tumorantigene von UVB-
induzierten Hauttumoren nur unzureichend charakterisiert sind. Der Einsatz von Typ IV
Uberempfindlichkeitsreaktionen bei der Analyse von UVB-induzierter Immunsuppression zeigt
auBBerdem, dass die Immunsuppression durch UVB-Strahlung sich nicht auf antigene
Tumorzellen beschrénkt, sondern von allgemeinerer Natur ist. Aus praktischer Sicht ist der
experimentelle Ablauf der Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktionen zudem weniger zeit- und
arbeitsaufwandig als das Tumormodell.

Da in dieser Arbeit das Modell der Kontaktsensibilisierung eingesetzt wurde, um die
Empfindlichkeit von Taurintransporter-defizienten Mausen gegeniber UVB-induzierter
Immunsuppression im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zu studieren, werden im Folgenden die
immunologischen Mechanismen dieser Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktion naher beschrieben.

1.1.3.a. Die Kontaktsensibilisierung

Die Kontaktsensibilisierung ist eine spezielle Form der Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktion. Im
Gegensatz zu klassischen Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktionen, bei denen eine intradermale
Injektion eines Antigens erfolgen muss, wird die Kontaktsensibilisierung durch eine topische
Applikation der sensibilisierenden Substanz auf die Epidermis hervorgerufen. Bei den
sensibilisierenden Substanzen handelt es sich zumeist um Haptene.

Sensibilisierende Haptene sind chemisch reaktive Molekiile wie beispielsweise Nickel-lonen,
Oxazolon oder Dinitrofluorbenzol (DNFB), die zu klein fur immunogene Wirkungen sind. Sie
sind aber in der Lage, die Haut zu penetrieren und mit epidermalen oder dermalen Proteinen zu
reagieren, sodass immunogene Konjugate entstehen. Diese werden dann von Dendritischen
Zellen (DZ) der Haut, hauptséchlich den Langerhans Zellen (LZ), aufgenommen und
prozessiert. Manche Haptene reagieren auch direkt mit Proteinen, die bereits an den
Haupthistokompatibilitdtskomplexen MHC | oder MHC II-Molekillen gebunden sind (17). Bei der
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Kontaktsensibilisierung kénnen sowohl CD8" (zytotoxische T-Zellen) als auch CD4" T-Zellen
(Helfer-T-Zellen oder inflammatorische T-Zellen) aktiviert werden (18-20).

1.1.3.b. Induktionsphase: Sensibilisierung durch Erstkontakt

Die Auspragung einer Kontaktsensibilisierung erfolgt Uber zwei zeitlich getrennte Phasen: die
Induktiosphase (afferente Phase) oder Sensibilisierung durch Erstkontakt und die Effektorphase
(efferente Phase) oder Ausldsung durch Zweitkontakt. In der Induktions/Sensibilisierungsphase
erfolgt der erste Hautkontakt mit dem Hapten und die Ausbreitung von hapten-spezifischen T-
Zellen in den drainierenden Lymphknoten. Die immunogenen Konjugate des Haptens werden
zunéachst von den DZ der Haut, zum Grof3teil von den LZ, aufgenommen. Die sogenannten
starken Haptene wie DNFB besitzen zudem proinflammatorische Eigenschaften und I6sen
aufgrund ihrer Toxizitdt nach nur einmaliger Applikation eine Sensibilisierung aus (21). Dem
Haptenkontakt folgt unter anderem die Freisetzung von Interleukin (IL)-1p durch LZ und TNF-a
und ,Granulocyte-macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF)“ durch Keratinozyten (22),
sogenannter Gefahrensignale, in der Haut, welche das Immunsystem in Alarmbereitschaft
versetzen. Dieser Zytokincocktail stimuliert sowohl die Reifung der LZ zu
Antigenprasentierenden Zellen (APZ) als auch die LZ-Migration tUber Chemokine und deren
Rezeptoren (23-26). In den T-Zell-Bereichen der Lymphknoten présentieren die zu APZ
gereiften LZ ihre Hapten-Konjugat-beladenen MHC-Antigene den naiven T-Zellen, deren T-
Zellrezeptor spezifisch fir das jeweilige Hapten-Konjugat ist. Durch gleichzeitige
kostimulatorische Signhale der APZ durch die Bindung der Oberflachenmolekiile Interzelluléres
Adhésionsmolekiil-1 (ICAM-1), CD40 und B7.1/B7.2 (CD80/CD86) an die entsprechenden
Liganden ,Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1)", CD40 Ligand und CD28 der T-
Zelle, setzt die T-Zelle den T-Zell-Wachstumsfaktor IL-2 frei, sodass Proliferation und
Differenzierung von der naiven T-Zelle zur hapten-spezifischen Effektorzelle beginnen (27). In
diesem Prozess durchlauft die T-Zelle phénotypische Verdnderungen zur Gedachtnis- bzw.
Effektor-T-Zelle, die ihr eine Migration durch die lymphatischen Geféal3e erleichtern und
bevorzugt in die Haut leiten (28;29). Das immunologische Umgebungsmilieu, das fur die
Polarisierung der T-Zellen zur Thl (infammatorische T-Zellen, die Makrophagen aktivieren),
Th2 (T-Helfer-Zellen, die B-Zellen aktivieren) oder regulatorischen T-Zelle (Trl) verantwortlich
ist, ist noch immer nicht vollstandig aufgeklart und haufig nicht eindeutig abzugrenzen.
Allerdings scheinen Region und Zytokine beim ersten Allergenkontakt von entscheidender
Bedeutung zu sein. Nach vorherrschender Meinung l6st die CD40-abhéngige 1L-12 Produktion
eine Differenzierung zur Thl-Zelle aus (30), welche die klassische Effektorzelle bei der zell-
vermittelten Immunanwort in der Kontaktsensibilisierung ist. Aktivierte Thl-Zellen aktivieren
durch Produktion von Interferon-y (IFN-y) in erster Linie Makrophagen und l6sen in ,FS7-
associated cell surface antigen (FAS)“-exprimierenden Zellen Giber FAS-Liganden Apoptose aus
(31). Neben den Thi-Zellen kénnen abhéangig vom Haptentyp, seiner Konzentration und dem
induzierten Zytokinmilieu weitere T-Zellsubtypen zur klonalen Expansion aktiviert werden, wie
Typ 1 CD8" T-Zellen (Tcl) und regulatorische T-Zellen (Trl), die unter IL-10-Einfluss gebildet
werden (32;33). IL-10 fuhrt auRerdem eher zur Aktivierung von Th2-Zellen, die IL-4, IL-5 und IL-
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10 produzieren und als B-Zellaktivatoren die Synthese von Immunglobulinen regulieren und in
anderen Hauterkrankungen wie der atopischen Dermatitis eine Rolle spielen. Th2-Zellen
scheinen aber auch vorherrschend bei verlangertem Allergenkontakt zu sein, wobei der
zugrundeliegende Mechanismus noch nicht aufgeklart ist (34). Die Sensibilisierungsphase der
Kontaktsensibilisierung ist demnach gekennzeichnet durch eine Vielzahl verschiedener
Zelltypen und Ioslicher Faktoren, die in einem komplexen Zusammenspiel die Auspragung der
Immunreaktion beeinflussen. Dabei muss erwahnt werden, dass diese Beschreibung der
Kontaktsensibilisierung eine vereinfachte Darstellungsweise ist. In der Realitdt ist die
Auspragung wesentlich komplexer und wird durch weitere Faktoren beeinflusst. So spielt
beispielsweise die Konzentration des Haptens eine entscheidende Rolle, welche APZ aktiviert
werden und wie effektiv die Sensibilisierung verlauft oder ob sogar hapten-spezifische Toleranz
ausgeldst wird (35).

Zusammengefasst wird das Hapten oder immunogene Konjugat von den LZ in der Epidermis
aufgenommen, zu den Lymphknoten transportiert und dort in immunologisch relevanter Weise
den naiven T-Zellen prasentiert. Diese wandeln sich vom naiven Zustand zu hapten-
spezifischen Gedachtnis/Effektorzellen und patroullieren in der Peripherie, was bei erneutem
Haptenkontakt eine schnelle und ausgepréagte entziindliche Immunreaktion im Gewebe am Ort
des Kontaktes zur Folge hat.

1.1.3.c. Effektorphase: Ausldsung durch Zweitkontakt

Im Unterschied zur Sensibilisierungsphase, die klinisch meist symptomlos verlauft, zeigt sich
bei wiederholtem Haptenkontakt eine Rotung und Schwellung des Gewebes und eine
Akkumulation von hapten-spezifischen T-Effektorzellen am Ort des Haptenkontaktes. Der
exakte Mechanismus der Rekrutierung der Effektorzellen und deren Aktivierung im Gewebe ist
noch immer nicht in vollem Umfang verstanden. Nach gangiger Ansicht wird eine
Kontaktsensibilisierung nur dann in Gang gesetzt, wenn die Konzentration des Haptens beim
wiederholten Hautkontakt ausreichend ist, um eine irritative Wirkung auf die Haut zu erzielen.
Versuche an Mausen haben gezeigt, dass sehr geringe Haptenkonzentrationen ohne Irritation
keine Kontaktsensibilisierung hervorrufen, wohingegen dieselben Haptenkonzentrationen zur
allergischen Dermatose fuhrten, wenn gleichzeitig eine irrelevante Substanz appliziert wird,
welche dann die irritativen Effekte in der Haut bewirkt (36). Als priméare Quellen fir
inflammatorische Zytokine dienen héchstwahrscheinlich die epidermalen Keratinozyten (37).
Durch die Irritation werden innerhalb weniger Minuten nach Haptenkontakt TNF-a und IL-1 von
Keratinozyten und LZ in den betroffenen Hautarealen freigesetzt (22). Diese Zytokine fiihren zur
Lockerung des Zellverbundes und erhéhen die Expression von Adhéasionsmolekulen auf der
Zellmembran der Endothelzellen (38;39). Hierdurch wird die Infiltration von einer Reihe von
Leukozyten, insbesondere von Gedachtnis-T-Zellen erleichtert. Aufgrund der Irritation
sezernieren epidermale Zellen reaktive Produkte, welche zum lokalen Odem und zur
Vasodilatation filhren. Die Keratinozyten sezernieren auRerdem Chemokine, die Immunzellen
wie Neutrophile, Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und weitere T-Zellen ins gereizte Gewebe
rekrutieren (36;40;41). Zusatzlich sind auch dermale Mastzellen, die die vasoaktive Substanz
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Serotonin freisetzen, an der Kontaktsensibilisierung beiteiligt, was sowohl im humanen (42) wie
auch im Maus-Modell (43) beobachtet wurde. Unklar ist dennoch, welcher Zelltyp oder welche
Zelltypen tatsdchlich die T-Effektorzellen aktivieren. Da T-Effektorzellen im Gegensatz zu
naiven T-Zellen auch ohne Kostimulation zu aktivieren sind, ist es denkbar, dass neben
professionellen APZ auch nicht-professionelle Zellen wie die Keratinozyten das Hapten
préasentieren und die T-Effektorzellen aktivieren, zumindest bei MHC I-restringierten
Immunreaktionen. Aktivierung der Effektorzellen fiihrt zur Amplifikation der entziindlichen
Immunreaktion. Im Fall der DNFB-vermittelten Kontaktsensibilisierung sind die vorherrschenden
Effektorzellen Tcl-Zellen, welche IL-2 und IFN-y freisetzen und in Keratinozyten Perforin-
induzierte Apoptose auslosen, die zu mehr oder weniger ausgepragten Hautschaden fiihrt (44).
IFN-y induziert die Expression von ICAM-1 sowohl auf den Endothelzellen als auch auf den
Keratinozyten (45-47), wodurch eine Kontaktaufnahme zu den T-Zellen ermdglicht und
stabilisiert wird. Hervorgerufen durch IFN-y und TNF-a erscheinen neben Adhéasionsmolekilen
vermehrt MHC-Molekile, darunter auch MHC II-Molekiile, auf der Zelloberflache von LZ und
Keratinozyten (22;48;49), so dass auch eine Aktivierung von eingewanderten CD4" T-Zellen
maglich ist.

1.1.3.d. Abklingen der allergischen Entziindungsreaktion

Nachdem das Maximum der allergischen Reaktion erreicht ist, klingt sie circa 24 — 48 Stunden
nach Haptenkontakt allmahlich ab, zum Einen durch das langsame Verschwinden des Haptens
und hapten-beladener Zellen, zum Anderen aufgrund von regulatorischen Mechanismen. Ein
entscheidender Faktor, der zum Ruckgang der entziindlichen Thl-Antwort beitragt, ist das
Zytokin 1L-10, welches die Freisetzung von Th1-Zytokinen inhibiert und die Reifung von DZ und
deren IL-12-Freisetzung unterdriickt (50). Keratinozyten gelten mehr und mehr als Quelle fur
epidermales IL-10, welches in spateren Phasen der allergischen Kontaktdermatose vermehrt
auftaucht (51-53).

Als IL-10-Produzenten dienen nach neueren Erkenntnissen aber auch sogenannte
regulatorische T-Zellen (50;54). Unter dem Begriff ,regulatorische T-Zelle* sind allerdings
verschiedene CD4" T-Zell-Subtypen zusammengefasst, die man im Zusammenhang mit
unterschiedlichen Immunantworten oder Erkrankungen beschrieben hat und deren
regulatorische Eigenschaften entweder durch l6sliche Faktoren (32;55;56) oder Zell-Zellkontakt
erreicht werden (57;58).

Am Rickgang der allergischen Entziindung sind jedoch noch weitere Zellen und Mechanismen
beteiligt. TGF-B unterdriickt die MHC Il-Induktion bei LZ (59) und die Expression von
Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen (60). In spateren Phasen der Reaktion spielt wohl auch
die Degranulation von epidermalen Mastzellen eine Rolle, deren Histamin die Aktivitat von CD8"
T-Zellen hemmt (61;62). Ebenfalls hemmend auf die Auspragung einer Kontaktsensibilisierung
wirken Prostaglandine, die von Makrophagen aber auch von IL1-aktivierten Keratinozyten
ausgeschittet werden (63;64). So ist bekannt, dass Prostaglandin E; (PGE;) und Prostaglandin
E, (PGE,) die Produktion von IL-2 und die Expression des IL-2-Rezeptors in T-Zellen hemmen
kénnen (65). Das bedeutet, dass auch den Riickgang einer allergischen Kontaktdermatose eine
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Reihe von Zelltypen und Faktoren steuert, welche zusammen die Effektivitat des Prozesses
beeinflussen. Es erscheint demnach verstandlich, dass sowohl die Starke des Haptenreizes als
auch das Zusammenspiel der aktivierenden und regulatorischen Mechanismen die
Geschwindigkeit des Abklingens der allergischen Reaktion steuern.

1.1.4. Veranderungen des zellularen Zusammenspiels bei der UVB-induzierten
Immunsuppression

UVB-induzierte Immunsuppression wird in zwei Arten unterschieden: 1) Von lokaler
Immunsuppression spricht man, wenn eine Immunreaktion unterdriickt ist, bei der das Antigen
oder Hapten auf UVB-exponierten Hautarealen aufgetragen wurde. 2) Von systemischer
Immunsuppression ist die Rede, wenn eine Immunreaktion unterdriickt ist, bei der das Antigen
oder Hapten auf Hautareale appliziert wurde, die dem UVB nicht ausgesetzt waren (66). Man
geht davon aus, dass die UVB-Effekte auf die LZ die wichtigsten Faktoren in der lokalen
Immunsuppression sind (67;68), wahrend Igsliche Faktoren fur die Verbreitung systemischer
Immunsuppression verantwortlich sind (69-71). Die Initierung der lokalen und systemischen
Immunsuppression kann demnach auf die gleichen Mechanismen zurtickzuflihren sein, wobei
sich Auspragung und Verbreitung beider Arten jedoch in nachgeschalteten Effekten
unterscheiden mussen.

An der Entstehung eines immunsupprimierten Status initiiert durch UVB sind verschiedene
Zelltypen der Haut und des Immunsystems inklusive ihrer I8slichen Produkte beteiligt, die
zunéchst lokal an UVB-exponierten Hautarealen gebildet werden, um dann mdglicherweise in
die Peripherie zu wandern, und auf diese Weise fir systemische Effekte verantwortlich sind.

1.1.4.a. Epidermale Keratinozyten und UVB-induzierte I8sliche Mediatoren

Obwohl| die epidermalen Keratinozyten aus klassischer Sicht nicht zu den Zellen des
Immunsystems gezdhlt werden, sind sie dennoch nach neueren Erkenntnissen in
umfangreicher Weise am Immunstatus der Haut beteiligt. Denn sie sind in der Lage, als
Reaktion auf verschiedene Stimuli Adhasionsmolekile auszubilden und eine Vielzahl an
proinflammatorischen Zytokinen und anderen Entziindungmediatoren freizusetzen (Abb. 1.3.),
was auf die Entwicklung einer Immunreaktionen auf vielfaltiger Ebene Konsequenzen nach sich
zieht. In vielen entziindlichen Hautreaktionen zeigen Keratinozyten hohe Expressionen an MHC
Il Molekilen (72) und ICAM-1 (73), die fur die Kontaktaufnahme mit T-Zellen von
entscheidender Bedeutung sind. Keratinozyten von Psoriasis-Patienten zum Beispiel
synthetisieren zusatzlich die Zytokine IL-6 und IL-8 (74;75). Stimulierung von Keratinozyten mit
Interferon y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor o (TNF-o) in vitro, fihrt ebenfalls zur
Aufregulierung von MHC Il Antigenen (48), ICAM-1 (45), IL-1 (76), IL-6 (77) und IL-8 (47).
Derartige Veranderungen beeinflussen zum Einen auf autokrine Art die Keratinozyten selbst,
zum Anderen haben sie Reaktionen bei anderen Zelltypen in der Haut zur Folge. So stimuliert
die IL-1 Freisetzung die Synthese von Prostaglandinen in den Keratinozyten (64), wahrend
gleichzeitig IL-1 und TNF-o. die Endothelzellen in der Dermis aktivieren. Diese exprimieren
daraufhin vermehrt Adhasionsmolekile wie ICAM-1, E-Selektin und ,Vascular cell adhesion
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molecule-1 (VCAM-1)* (38;39) auf ihrer Oberflaiche, was das Anheften von zirkulierenden
Lymphozyten erleichtert, die dann die GefalBwand passieren konnen und durch
Chemoattraktion angeleitet in die entziindlichen Hautareale einwandern. IL-10 und PGE,
polarisieren die epidermalen LZ zu effektiven Stimulatoren fiir Th2-Zellen, eine Proliferation von
Thl-Zellen kdnnen diese jedoch nicht auslosen, sondern rufen in ihnen vorzugsweise klonale
Anergie (stark abgeschwéchte oder vollstindig ausbleibende Reaktionen) hervor (62;78).

Erste Hinweise fir immunsuppressive l8sliche Faktoren von Keratinozyten im Zusammenhang
mit UVB-induzierter Immunsuppression stammen von Experimenten, die zeigten, dass
Serumfaktoren von UVB-bestrahlten Mausen oder Uberstiande aus UVB-exponierten
epidermalen Zellen von Mausen Uberempfindlichkeitsreaktionen in M&usen unterdriicken
konnten (14,69;79). In darauffolgenden Studien stellte sich heraus, dass neben der Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a und PGE, (80;81), die durch
Chemotaxis Neutrophile und Makrophagen in die betroffenen Hautstellen locken, UVB
Bestrahlung auch die durch Zytokine induzierbare Expression des ICAM-1 Molekils, ein
wichtiges kostimulatorisches Signal fur naive T-Zellen, beeinflusst (82). Das von UVB-
bestrahlten humanen Keratinozyten produzierte IL-1 (83;84) steigert zudem die Synthese von
PGE, (64), fur welches gezeigt wurde, dass es die Auspragung von Kontaktsensibilisierungen
reduziert (63;85).

Eine zentrale Rolle in der UVB-induzierten Immunsuppression spielen insbesondere die beiden
immunsuppressiven Zytokine TNF-o (86) und IL-10 (87), die beide von Keratinozyten nach
UVB-Stimulierung freigesetzt werden. Die morphologischen Verdnderungen nach UVB-
Exposition an murinen LZ, die man fiir die Suppression von Kontaktsensibilisierungen
verantwortlich macht, lieRen sich durch TNF-a-Injektionen nachahmen (88). Der Einsatz von
neutralisierenden TNF-a-Antikdrpern vor der UVB-Bestrahlung reduziert zumindest teilweise die
Akkumulation von DZ in den Lymphknoten und die Suppression von Kontaktsensibilisierungen
(89). Die Freisetzung von TNF-o ist insbesondere fir die lokale Immunsuppression von
Bedeutung. Allerdings fand man eine Suppression von Kontaktsensibilisierungen durch UVB-
Bestrahlung auch bei TNF-o-Rezeptor-defizienten Mausen (90), was darauf hindeutet, dass bei
diesem Prozess zusétzlich noch andere Mechanismen beteiligt sein missen.

Ein weiteres wichtiges Zytokin ist das IL-10. Es steuert offenbar sowohl die systemische als
auch die lokale Immunsuppression entscheidend. So lieBen sich die hemmenden
Eigenschaften der Uberstande von UVB-bestrahlten Keratinozyten auf
Uberempfindlichkeitsreaktionen vom verzdgerten Typ in Mausen durch Anti-IL-10-Antikorper
neutralisieren (87). Agatha Schwarz und Kollegen beobachteten, dass IL-10 in vivo die
Induktionsphase nur von klassischen Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktionen blockiert, wahrend
die Effektorphase auch in Kontaktsensibilisierungen gehemmt wird (52). Unter Diskussion steht
allerdings noch immer, dass der Hauptproduzent des epidermalen IL10 nicht die Keratinozyten
sind, sondern CD11b" Makrophagen, die nach UVB-Bestrahlung in die humane Haut wandern
(91).

Neuere Forschungsberichte zeigen, dass neben der Sekretion von Zytokinen durch
Keratinozyten nach UVB-Exposition UVB-bestrahlte Keratinozyten auch einen immunologisch
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relevanten Lipidmediator, den Plattchenaktivierenden Faktor (PAF), freisetzen (92). Von diesem
wird vermutet, dass er am Anfang einer Zytokinkaskade mit PGE,, IL-4 und IL-10 steht, welche
am Ende zu einer Hemmung von Thl-Antworten und zur UVB-induzierten Immunsuppression
fuhrt. Da PAF fur die vorliegende Arbeit von zentraler Bedeutung ist, wird hierauf in der
Einleitung unter 1.1.5.c. Zellmembranveranderungen und Freisetzung des Lipidmedaitors PAF
detaillierter eingegangen.

Die Zusammenhdnge des zellularen Zusammenspiels, die zur UVB-induzierten
Immunsuppression fiihren, sind in Abbildung 1.4. (93) dargestellt.

1.1.4.b. Langerhans Zellen als zellulare Mediatoren

LZ sind DZ, die aus dem Knochenmark stammen und in der Regel in normaler Haut die
suprabasale Epidermalschicht besiedeln. Der Name stammt von ihrem Entdecker Paul
Langerhans, der diese DZ erstmalig 1868 beschrieb und sie irrtiimlich als intraepidermale
Rezeptoren mit Verbindung zum Nervensystem auffasste (94). Spezielle tennisschlagerférmige
Organellen im Zytoplasma, die Birbeck-Partikel, und die starke Ausprdgung des
Oberflachenmolekiils CDla beim Menschen gelten als spezifisches Kennzeichen dieses
Zelltyps. Die LZ sind in regelmafigen Abstdnden zwischen den Keratinozyten lokalisiert und
machen etwa 2 — 4% der gesamten epidermalen Zellpopulation aus (95). Die Dichte der LZ
variiert jedoch sowohl zwischen den Spezies als auch innerhalb einer Spezies. Beispielsweise
sind die Ohren und das Abdomen von Mausen dichter von LZ besiedelt als etwa der
Mausschwanz (96). Inzwischen gelten LZ als professionelle APZ der Epidermis (97). Sie sind in
der Lage, sowohl primare als auch sekundare T-Zellantworten gegen Alloantigene, Haptene,
losliche  Antigene und Tumorantigene zu induzieren. Der Befund, dass eine
Kontaktsensibilisierung bei Mausen gegen das Hapten DNFB nur Uber LZ-reiche Hautareale
wie die dorsale und ventrale Haut, nicht aber Uber LZ-defiziente Hautareale wie dem
Mausschwanz erreicht wird (67), zeigt die entscheidende Rolle der LZ bei der Auslésung von
Immunreaktionen. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei allogenen (allogen = genetisch
unterschiedlich, beispielsweise Individuen unterschiedlicher Mausstamme)
Transplantationsversuchen gemacht. LZ-freie Gewebeproben unterschiedlicher Mausstamme,
die transplantiert wurden, Uberlebten ebenso lange wie Gewebeproben von syngenen Tieren,
wahrend es bei LZ-besiedelter Haut zu einer friihzeitigen Absto3ung kam (98). Untersuchungen
zum Phéanotyp der LZ zeigten, dass die Menge und Qualitdt der Ausprégung bestimmter
Markerproteine vom umgebenden Milieu abhangig ist. (99).
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Immunhistochemische Farbung von Langerhans Zellen Mikroskopische Durchlichtaufnahme eines Epidermis-

(LZ) eines Epidermishautchens eines Mausohrs mit einem hautchens eines Mausohrs. Man erkennt deutlich, dass
I-A/I-E-Priméarantikérper (MHC 1l). die Keratinozyten ein enges Netzwerk bilden.
VergroRerung 1:400. VergréRerung 1:400.
Hautstandige LZ: Keratinozyten bei entziindlichen

ATPase-Aktivitat Hautreaktionen:

MHC | + Il Antigene MHC Il

Fc lgG Rezeptoren || ICAM-1

Fc IgE Rezeptoren | IL-1

C3bi Rezeptoren IL-6

E-Cadherine IL-8

CD45 (hamatopoetischer Zellmarker) IL-10

TNF-o

Aktivierte LZ nach Antigenkontakt: PGE,

ATPase-Aktivitat |

Fc lgG Rezeptoren Il 1

E-Cadherine 4

MHC | + Il Antigene T

CD40 T Kostimulatorische

IGalo=1 Molekiile

B7 (CD80/CD86) T
IL-10 oder IL-12 T

Abbildung 1.3. Hautsténdige und aktivierte Langerhans Zellen zeigen einen unterschiedlichen Phénotyp, den man
anhand der Menge und Qualitat bestimmter Markerproteine erkennen kann. Epidermale Keratinozyten pragen bei
entziindlichen Reaktionen vermehrt kostimulatorische Molekiile aus und sezernieren eine Reihe von lslichen
Entziindungsmediatoren.

Inzwischen geht man davon aus, dass die epidermalen LZ dem klassischen Reifungsprozess
von DZ zu APZ folgen: Gewebestandige DZ, wie die LZ werden als unreife DZ betrachtet und
besitzen die Eigenschaft, fremde Antigene Uber Pinozytose, Phagozytose, Endozytose oder
mittels Oberflachenrezeptoren aufzunehmen. Nach Aufnahme des Antigens beginnt die Reifung
und Wanderung der DZ vom peripheren Gewebe zu den lymphatischen Organen, die tber
Cytokine und Chemokine aktiviert und gesteuert wird (100;101). Im Laufe ihrer Wanderung
durch lymphatische GeféRRe verlieren die DZ ihre Eigenschaft zur Antigenaufnahme und reifen
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im Gegenzug zu professionellen APZ. Sie erlangen die Fahigkeit, das aufgenommene Antigen
zu prozessieren und in Verbindung mit MHC Molekilen zur Zelloberflache zu transportieren
(102). MHC Molekule werden vermehrt ausgepragt, ebenso wie kostimulatorische Molekile
(103;104) (Abb. 1.3.). Da DZ in der Lage sind, sowohl endogenes Antigen beispielsweise von
Viren auf MHC | Molekiilen als auch exogenes Antigen beispielsweise bakteriellen Ursprungs
auf MHC 1l Molekilen auf ihrer Zelloberflache auf immunologisch relevante Weise zu
prasentieren, kénnen sie entsprechend mit naiven CD4"-, CD8"- und auch Ged&chtnis-T-Zellen
in den lymphatischen Organen in Kontakt treten und diese aktivieren. Neben konstitutiv
produzierten Zytokinen setzen DZ bei Reifung eine Vielzahl an l6slichen Zytokinen frei.
Welches Zytokinmuster sezerniert wird, ist abhangig vom Stimulus, vom Reifegrad der DZ und
wird beeinflusst vom Milieu und den bereits vorhandenen Zytokinen der Umgebung. Das
Zytokinmuster der DZ entscheidet, ob die Immunantwort in Richtung einer Th1- oder einer Th2-
Reaktion erfolgt (105). IL-12 begnstigt Th1-Antworten (106), IL-10 und PGE, dagegen Th2-
Reaktionen (107;108).

4 4 !

is-LICA

s \L, Dﬂ Rezeptoren-Cluster
[
= —> L1

via Neuropeptiden aus C-Fasem % ROS \L 2
8 |,  maex —> TNF-« Antigens
g l »,l, T~ Langerhans Zelle aufnahme 4
g —1>
NFxB pE3, AP-1 -8 ATPase

—1> TGF-p
d; Zellzyklusarrest:
DNS-Reparatur, —> L1
Transkription von
UVB-Zielgenen
B T

PAF

Migration zum drainierenden Lymphknoten

Starke Schadigung: Reifung zur DZ |

programmierter Zelltod

Legende

h UVE-Strahlung

O Zellkem
(::> Zelkermn mit
DNS-Schéden

I

~ 72 h post UVB: Migration in die Haut iber Chemotaxis

Abbildung 1.4. zeigt schematisch vereinfacht den Einfluss von UVB-Strahlung auf die verschiedenen Zelltypen der
Haut sowie auf die Kommunikation der Zellen untereinander (modifiziert nach (93)).

LZ in bestrahlten Hautarealen temporar zu reduzieren (67), scheint eine entscheidende
Eigenschaft der UVB-Strahlung zu sein. Wahrend die Anzahl der LZ in der Haut abnimmt,
wéachst die Zahl der DZ in den drainierenden Lymphknoten. So wurde beschreiben, dass UVB-
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Bestrahlung allein schon die Migration von LZ zu den drainierenden Lymphknoten in Mausen
induziert, was durch Antigenapplikation nach der Bestrahlung weiter gesteigert werden kann
(109). UVB-induzierte Migration von LZ wurden auch beim Menschen in vivo beobachtet (110).
Neben dem UVB-induzierten Verlust an LZ in der bestrahlten Haut, beeinflusst UVB auch die
Funktion der LZ: So ist seit langem bekannt, dass UVB die Expression von MHC Il Molekilen
bei der Maus und beim Menschen unterdriickt (68). Zusatzlich reduzieren niedrige UVB-Dosen
die ICAM-1 Expression auf kultivierten APZ (111) und murinen LZ in vitro (112). Man vermutet,
dass die UVB-verursachte Hemmung der ICAM-1-Expression bei humanen APZ aufgrund
geschadigter DNS hervorgerufen wird, da die ICAM-1 Expression mit Hilfe von DNS-
Reparaturenzymen wieder hergestellt werden kann (113). AuRerdem verschiebt sich das
Zytokinprofil von UVB-behandelten LZ/DZ durch eine gehemmmte IL-12-Freisetzung zugunsten
von Th2-Antworten und unterdriickt Thl-Antworten (114), zu denen sowohl klassische Typ IV
Uberempfindlichkeitsreaktionen, Kontaktsensibilisierungen und auch die TumorabstoRung
zéhlen. Vor Kurzem beobachtete eine japanische Forschergruppe aufRerdem, dass UVB-
Bestrahlung die Endozytoseaktivitdt von LZ-&hnlichen DZ mindert, woraufhin Reifung und
Migrationsfahigkeit verschlechtert waren (115).

1.1.4.c. Regulatorische T-Zellen als Effektorzellen in der UVB-induzierten
Immunsuppression

Zusétzlich zur UVB-induzierten Suppression einer Kontaktsensibilisierung, wird auch eine
sogenannte immunologische Toleranz durch UVB induziert. Diese Feststellung stitzt sich auf
der Beobachtung, dass eine erneute Sensibilisierung mit demselben Hapten wie bei der
Erstsensibilisierung tber nicht UVB-exponierte Hautareale zu keiner oder einer nur geringen
Auspragung der Kontaktsensibilisierung fiihrt (116). Ubertragt man Zellsuspensionen der Milz
oder Lymphknoten von UVB-bestrahlten und anschlieRend mit DNFB sensibilisierten Mausen
adoptiv auf naive syngene Mause, zeigen diese Rezipienten nach Sensibilisierung mit
demselben Hapten eine deutlich verschlechterte Reaktion bei der allergischen
Kontaktdermatose als Kontrollmause, die Zellsuspensionen von unbehandelten Tieren erhalten
hatten (117). Die Schlussfolgerung hieraus war, dass sich in der Zellsuspension der Tiere, die
mit UVB und DNFB behandelt waren, antigen-spezifische T-Suppressorzellen befinden. Diese
Annahme konnten viele verschiedene Arbeitsgruppen bestitigen. Phanotypische
Charakterisierungen ergaben jedoch auch hier wieder abhéngig vom Untersuchungsmodell ein
heterogenes Bild der UVB-induzierten T-Suppressorzellen (58;118-120), die man heute zu den
regulatorischen T-Zellen zahilt.

Aus den verschiedenen Beobachtungen lasst sich schlussfolgern, dass sowohl CD4" als auch
CD8" T-Zellen an der UVB-induzierten Immunsuppression beteiligt sind, wobei die CD4" T-
Zellen wahrscheinlich eine regulatorische Funktion auf die CD8" Effektorzellen ausiiben. Die
wichtigsten Mechanismen scheinen dabei die Hemmung der IL-2-Freisetzung Uber eine
Bindung an das kostimulatorische Oberflachenmolekil ,Cytotoxic T lymphocyte-associated
molecule-4* (CTLA-4) zu sein, sowie die Produktion groBer Mengen an IL-10, welches die
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Funktion der APZ beeinflusst. Ob es sich dabei um einen einzigen T-Zelltyp handelt oder um
unterschiedliche, ist zurzeit noch unbekannt.

Neben den CD4" regulatorischen T-Zellen wurden in der UVB-induzierten systemischen
Immunsuppression auch sogenannte ,Natural killer T-cells* (NKT-Zellen) mit regulatorischer
Kapazitat beschrieben. Moodycliffe und Kollegen fanden CD3" CD4" DX5" und CD1-
restringierte NKT Zellen, die hauptséachlich IL-4 freisetzen und tber adoptiven Transfer sowohl
eine AbstoBung von UVB-induzierten Tumoren als auch klassische Typ IV
Uberemfindlichkeitsreaktionen gegen Antigene verhindern (56).

Insgesamt lasst sich resiimieren, dass eine UVB-induzierte Immunsuppression durch eine
komplexe Summe aus einem immunregulatorischen Zytokincocktail, dem Ungleichgewicht von
Th1/Th2-Antworten, der Induktion regulatorischer T-Zellen und verschlechterter
Antigenprasentation bei LZ entsteht.

1.1.5. Primare molekulare Zellschdden durch UVB-Bestrahlung

Wie aber verursacht UVB die zuvor beschriebenen phanotypischen Veranderungen der Zellen
und deren veranderte Interaktion? Trifft UV-Strahlung auf die Haut, wird ein grolRer Teil der
Strahlung durch Reflektion und Streuung zuriick emittiert. Ein kleinerer Teil der Strahlung
jedoch dringt in die Haut ein und wird dort aufgenommen von Molekilen, die man aufgrund ihrer
Eigenschaft, UV-Strahlung bzw. Licht zu absorbieren, als Chromophore bezeichnet. Bei diesem
Ereignis Ubertragt sich die Energie der elektromagnetischen Strahlung des UVB auf die
Chromophoren innerhalb des Gewebes, wobei die elektromagnetische Strahlung in chemische
Energie umgewandelt wird. Diese Umwandlung ist der zentrale photobiologische Schritt, denn
das Chromophor gelangt in einen angeregten und reaktiven chemischen Zustand, der
Konformationsanderungen und sogar Anderungen kovalenter Bindungen des Molekiils zu Folge
hat. Solche Anderungen beeinflussen die Funktionalitit der entsprechenden Molekiile.
Molekile, die nach UV- oder Lichtabsorption ihre Struktur verandert haben, nennt man
Photoprodukte.

UVB-Strahlung, die in die Haut eindringt, wird zum gréf3ten Teil von Chromophoren innerhalb
der Epidermis absorbiert, wahrend die langeren Wellenldngen der UVA-Strahlung noch zu
weiten Teilen tiefere Schichten der Haut penetriert und somit neben der Epidermis auch viele
Schéaden in der Dermis verursacht. Zu den priméaren UVB-verursachten Schaden, die mit UVB-
induzierter Immunsuppression in Verbindung stehen, zdhlen die Isomerisierung von trans-
Urokaninsaure zur cis-Form innerhalb des Stratum corneums (121-125), nukledre DNS-
Schadigungen (126), die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (227) und
Zellmembranveranderungen (92). Da in der vorliegenden Arbeit UVB-induzierte DNS- und
Zellmembranschaden eingehender untersucht wurden, sollen diese im Folgenden genauer
beschrieben werden. Da UVB-induzierte ROS mit Zellmembranschéaden in engem
Zusammenhang stehen, wird auch diesen untenstehend ein eigenes Unterkapitel gewidmet.
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I.1.5.a. DNS-Schaden

Die nukleare DNS enthélt Purin- und Pyrimidinbasen, deren Absorptionsmaxima zwischen 230
und 300 nm liegen (128). Daher dient die nukledre DNS als Chromophor fiur UVC- aber auch fir
UVB-Strahlung und ist ein direktes Angriffsziel. Bei der Absorption der elektromagnetischen
Energie des UVB-Lichts entstehen eine Reihe verschiedener Photoprodukte innerhalb des
DNS-Molekils. Die haufigsten sind die sogenannten (6-4)-Photoprodukte, bei denen sich eine
Pyrimidinbase @ mit einer benachbarten  Cytosinbase kovalent verbindet, und
Cyclobutanpyrimidindimere (CPD), die aufgrund einer kovalenten Bindung zwischen zwei
benachbarten Pyrmidinbasen desselben DNS-Stranges entstehen (129;130) (Abb. 1.5.). Man
hat CPD in menschlicher Haut (131) als auch in der Haut von Mausen (132) nach UVB-
Bestrahlung nachgewiesen. UVB-induzierte DNS-Schaden findet man im Grunde in allen
hautansassigen Zelltypen, die der UVB-Strahlung exponiert sind, was bedeutet, dass sowohl
die Keratinozyten (133) als auch die LZ (134) betroffen sind.

Die Bildung von CPD in den Hautzellen ist eine unmittelbare Ursache fir die UVB-induzierte
Immunsuppression, wie 1989 erstmals nachgewiesen wurde. Dieser Zusammenhang konnte in
einer UV-Studie am Opossum Monodelphis domestica gezeigt werden (126). Die Zellen dieses
Tieres verfligen Uber endogene Reparaturenzyme, die mit Hilfe von photoreaktivierendem Licht
(sichtbarer Bereich) aktiviert werden und spezifisch CPD abbauen. So fand man heraus, dass
UVB-induzierte Immunsuppression in den Opossums vermieden werden konnte, wenn diese
unmittelbar nach UVB-Exposition mit photoreaktivierendem Licht behandelt wurden. Einen
Zusammenhang zwischen CPD und UVB-induzierter Immunsuppression konnte man auch in
Mausen feststellen (135). Die Applikation von Liposomen, die das DNS-Reparaturenzym T4
Endonuklease V enthielten, auf UVB-exponierte Hautareale reduzierte zum Einen die Anzahl
der Hautzellen mit nachweisbaren DNS-Schaden und verhinderte zum Anderen die UVB-
induzierte Suppression von sowohl klassischen Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktionen als auch
Kontaktsensibilisierungen. Auf der Suche nach den verantwortlichen Zellen, fand man kurze
Zeit spater heraus, dass UVB-Bestrahlung die Bildung von CPD in den APZ verursacht, die
daraufhin vermutlich ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation verlieren (134). Die DNS-Schaden
waren noch einige Tage nach der UVB-Behandlung nachweisbar, und man fand nach
Sensibilisierung mit ,Fluorescein isothiocyanate (FITC)" UVB-geschadigte Zellen vermehrt in
den drainierenden Lymphknoten. Applizierte man den Mausen direkt nach der UVB-Bestrahlung
Liposomen mit T4 Endonuklease V auf die UVB-exponierten Hautstellen, waren weniger DNS-
geschadigte APZ in den Lymphknoten zu finden und die verschlechterte Antigenprasentation
konnte vermieden werden. Vergleichbare Schlussfolgerungen konnte man nach in vitro
Inkubation von APZ aus UVB-bestrahlten und hapten-behandelten Mausen mit Photolyase-
haltigen Liposomen machen (136). Photolyase ist ein Reparaturenzym der Alge Anacystis
nidulans, das ahnlich dem Enzym von Monodelphis domestica durch photoreaktivierendes Licht
aktiviert wird und spezifisch CPD beseitigt. Diese Behandlung reduzierte die DNS-Schaden,
stellte in vivo die Fahigkeit der APZ zur Antigenpréasentation wieder her und hemmte die
Induktion von supprimierenden T-Zellen.

UVB-Strahlung
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Abbildung 1.5. UVB Strahlung fiihrt zu Photoprodukten in der DNS. Eine der haufigsten UVB-induzierten DNS-
Schédigung ist die Bildung von Cyclobutanpyrimidindimeren (CPD) zweier benachbarter Pyrimidinbasen.

So verfolgt man heute folgende Theorie: UVB-bestrahlte APZ, deren Stéarke der DNS-
Schadigung unterhalb eines Apoptose-induzierenden Schwellenwertes liegt, leiden unter einer
Transkriptionsreduktion von Genen, die zur Antigenprasentation bendétigt werden. Dabei darf
man jedoch nicht auRer Acht lassen, dass auch die DNS-geschadigten Keratinozyten die
Antigenprasentation von APZ beeinflussen kénnen, indem sie nach UVB-Bestrahlung einen
veranderten Zytokincocktail produzieren (siehe 1.1.4.a Epidermale Keratinozyten und UVB-
induzierte l6sliche Faktoren). Studien an Patienten mit einem Defekt in der DNS-Reparatur
unterstiitzen die Rolle der Gentranskription in der UVB-induzierten Immunsuppression (137).
Der Vergleich zweier solcher Erkrankungen, namlich Xeroderma pigmentosum D und
Trichothiodistrophy, zeigte, dass das Hautkrebsrisiko dieser Patienten mit der zellularen
Empfanglichkeit von UVB-induzierter Hemmung der ICAM-1-Auspragung korreliert und nicht mit
einem Defekt in der DNS-Reparatur. Obwohl bei beiden Erkrankungen eine Mutation in dem
selben DNS-Reparaturgen vorliegt, haben nur Patienten mit Xeroderma pigmentosum D ein
erhdhtes Hautkrebsrisiko. Und lediglich in den Zellen dieser Patienten konnte eine UVB-
abhangige Reduktion in der ICAM-1-Expression nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass die Modulation der Transkription immunologisch relevanter Gene durch UVB
Einfluss hat auf das Risiko, Hautkrebs zu entwickeln. Eine weitere Studie an gesunden
Probanden unterstiitzt die Rolle der DNS-Schaden in der UVB-induzierten Immunsuppression
(138). Hier zeigte sich, dass eine topische Applikation von Photolyase-haltigen Liposomen auf
UVB-exponierte Hautareale eine UVB-induzierte Hemmung der ICAM-1-Expression in der
Epidermis und eine UVB-induzierte Suppression der Effektorphase bei einer
Kontaktsensibilierung gegen Nickel bei Nickel-Allergikern aufhebt.

Obwohl die UVB-induzierten DNS-Schaden im Nukleus neben der Isomerisierung von trans-
Urokaninsaure zur cis-Form lange als einzige molekulare Ursache fir die UVB-induzierte
Immunsuppression galt, mehrten sich im Laufe der letzten Jahre Hinweise, dass auch andere
molekulare Strukturen und Zellkompartimente wie das Zytoplasma und die Zellmembran an
diesem Phanomen ihren Anteil tragen.

16



Einleitung

1.1.5.b. Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (,reactice oxygen species, ROS") entstehen kontinuierlich als
Nebenprodukte bei aeroben Stoffwechselprozessen, hauptsachlich in den Mitochondrien bei
der oxidativen Phosphorylierung. Zu den ROS zahlt man beispielsweise Singulettsauerstoff,
organische Peroxide und Wasserstoffperoxide als auch Radikale wie das Superoxidanion und
Hydroxylradikale. ROS sind &uf3erst instabil und aggressiv und reagieren extrem schnell mit
anderen Molekilen, die sich in ihrer unmittelbaren Umgebung befinden. Daher ist das
Vorhandensein von ROS eine Quelle fir eine ganze Reihe von Zellschaden wie etwa der
Lipidperoxidierung, DNS-Strangbriiche, DNS-Protein-Verbindungen und den Verlust von
Sulfhydrylgruppen in Proteinen, was zur Inaktivierung der Enzyme fihrt. Um einen
UbermaRigen oxidativen Stress aufgrund von ROS unter Kontrolle zu halten, haben Zellen ein
antioxidatives Verteidigungssystem aufgebaut, das sich zum einen aus nichtenzymatischen
Radikalfangern wie a-Tocopherol (Vitamin E) und Vitamin A, zum anderen aus sogenannten
Scavengerenzymen wie der Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und Katalasen
zusammensetzt (139).

Bei der Absorption der hohen Strahlungsenergie von UVB entstehen in Hautzellen ROS
(140;141), vorwiegend in oder nahe der Zellmembran wie Lipidperoxiden (142). Eine Zunahme
der Synthese und Enzymaktivitdt von ROS-Beseitigern wurde in kultivierten humanen
Keratinozyten nach UVB-Behandlung festgestellt (143). Das bedeutet, dass die Zellen mit einer
Steigerung ihres antioxidativen Verteidigungssystem nach ROS-Bildung reagieren. Aber auch
eine UVB-induzierte Katalase-Aktivitdt von Keratinozyten scheint die Bildung von ROS nach
UVB noch weiter verstarken zu kénnen (144).

Die Folgen der ROS-Bildung sind vielfaltig. So wurde beipielsweise gezeigt, dass
Wasserstoffperoxid fur die UVB-induzierte Apoptose in Keratinozyten verantwortlich ist (145).
UVB-induzierte ROS beeinflussen auRerdem die Transkription in Hautzellen, wie die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors ,Activator protein-1 (AP-1)“ in humanen Keratinozyten (146) und die
Induktion von Matrixmetalloproteinasen in humanen Fibroblasten (147). Neben den
Keratinozyten sind aber auch die LZ von ROS-Einflissen betroffen. So vermutet man, dass
ROS das Verschwinden von LZ aus der Haut und aufgrund der Lipidperoxidationen in der
Plasmamembran deren reduzierte Antigenprasentation verursachen (127). Damit haben ROS
auch eine Bedeutung in der UVB-induzierten Immunsuppression. Dies zeigte sich inshesondere
in einer Reihe von Studien, bei denen topische Applikationen von Antioxidantien, speziell von
sekundéaren Pflanzenstoffen die UVB-induzierte Immunsuppression in Mausen hemmten (148-
150). Bei der Interpretation der schiitzenden Eigenschaften der sekundaren Pflanzenstoffe ist
allerdings zu bericksichtigen, dass deren Schutz nicht einzig auf der Reduktion des oxidativen
Stresses beruht, sondern sich mdglicherweise auch auf ihre Fahigkeit stutzt, in zellulare
Signalwege einzugreifen. So wurde auch festgestellt, dass die polyphenolische Fraktion aus
Grinem Tee die UVB-induzierte Aktivierung von AP-1 und eine gesteigerte
Prostaglandinsynthese hemmt (151). Silymarin reduziert moglicherweise Uber den
Transkriptionsfaktor ,nuclear factor kappa B, (NFkB)“ eine UV-induzierte Cyclooxygenase-
Induktion (152).
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1.1.5.c. Zellmembranveranderungen und Freisetzung des Lipidmediators PAF
Nachdem die nukledren DNS-Schéadigungen lange Zeit zum Grolf3teil als molekulare Ursache
der UVB-induzierten Immunsuppression betrachtet worden sind, da die DNS als direktes
Chromophor fiir UVB-Strahlung dient, riickt seit Neuerem auch die Zellmembran als Ziel fir
UVB-induzierte Schadigungen ins Zentrum wissenschaftlicher Forschung, obwohl hier kein
direktes Chromophor fur UVB identifiziert wurde.

Die Zellmembran besteht aus einer diinnen Lipiddoppelschicht, in die verschiedene Proteine
eingelagert sind, und dient der Zelle zur Kommunikation mit ihrem Umgebungsmilieu sowie den
benachbarten Zellen. In den meisten tierischen Zellen haben die Lipide einen Anteil von 50%,
welcher sich neben Cholesterol und Glykolipiden aus den vier Phospholipiden Sphingomyelin,
Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin zusammensetzt. Die
Zellmembran wird vor allem durch nicht-kovalente Bindungen zusammengehalten, und man
kann sie als ein dynamisches, fliissiges Kompartiment betrachten, in dem sich die einzelnen
Bestandteile bewegen und ihre Position verandern kdnnen. Dariiberhinaus kann die Zelle die
Lipidzusammensetzung ihrer Plasmamembran variieren in Abhangigkeit von dul3eren Faktoren,
wie beispielsweise der Temperatur.

Da die Zellmembran die Grenze zwischen Zellinnerem und der auf3eren Umgebung bildet, ist
sie das erste Zellkompartiment, das mit UVB-Strahlung in Kontakt kommt, und es hat sich
gezeigt, dass sie ein wichtiges Ziel fir UVB-induzierte Veranderungen ist. Membranproteine,
die ihr Absorptionsmaximum um ca. 280 nm haben, kdnnten von UVB-Strahlung direkt
attackiert werden. Das kann Konformations- und damit Funktionsanderungen zur Folge haben.
In der Tat wurden Veranderungen von Zellmembranrezeptoren nach UVB-Exposition gefunden.
In HelLa-Zellen (eine maligne Epithelzelllinie der Gebé&rmutterschleimhaut) fuhrte UVB-
Bestrahlung zu ,Clustern® von Oberflachenrezeptoren wie den ,Epidermal growth factor
receptor (EGFR)", TNF-oa— und IL-1-Rezeptor ohne die entsprechende Liganden. Die
Clusterbildung fiihrte zur Aktivierung der stress-induzierten ,cJun-NH2-terminal kinase (JNK),
ein Mitglied der ,Mitogen-activated protein kinase (MAPK)“-Familie (153). Das bedeutet, dass
UVB direkt zur Aktivierung von Signalwegen mit Einfluss auf immunologische Antworten fiihren
kann, die normalerweise nur von den entsprechenden Liganden induziert werden.
Ligandenunabhangige Aktivierung durch UVB wurde auch fir FAS gefunden, was zur UVB-
induzierten Apoptose fihrt (154). Es wurde aber auch gezeigt, dass UVB nicht unmittelbar,
sondern Uber ROS-Bildung die Aktivierung von Rezeptoren wie dem ,Keratinocyte growth factor
receptor, (KGFR)" hervorruft (155).

UVB-induzierte ROS kénnen auch in der Freisetzung von Lipidmediatoren involviert sein. Im
Zusammenhang mit UVB-induzierter Immunsuppression wurde kirzlich gezeigt, dass
Keratinozyten unter UVB-Bestrahlung aus dem Membranlipid Phosphatidylcholin den
Lipidmediator PAF bzw. PAF-dhnliche Lipide vermehrt freisetzen, die durch Lipidoxidationen
entstehen kdnnen und ursdchlich an der UVB-induzierten Unterdriickung von Thl-Antworten
beteiligt sind (92). PAF bezeichnet eine Familie von Membranlipiden mit der chemischen
Grundformel 1-O-Alkyl-2-Acetyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, bei denen sich der Alkylrest
unterscheiden kann. Der Name PAF stammt von der Entdeckung einer Substanz, die von IgE-
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stimulierten Basophilen freigesetzt wird und zur Aggregation von Blutplattchen fiihrt (156).
Spater stellte sich heraus, dass dieses bioaktive Phospholipid an einer Reihe von
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen beteiligt ist, wie etwa Wundheilung,
allergischen Reaktionen, Entzindungen, endotoxischem Schock, Zellproliferation, in der
Reproduktion oder der Entwicklung des zentralen Nervensystems (siehe Review Ref. (157)).
Entsprechend lang ist die Liste an Zelltypen, die auf exogene Reize mit der Freisetzung von
PAF reagieren, ebenso wie die Liste an Zellen, die durch PAF stimuliert werden kénnen (Abb.
1.6.).

Aktivierte
Endothelzellen, Granulozyten, Lymphoyzten, Makrophagen, Mastzellen,
Monozyten, Thrombozyten, Keratinozyten

PAF
GefiBendothel Glatte Lymphozyten Monozyten Neutrophile  Thrombozyten  Keratinozyten
Muskelzellen
- Vasodilatation - Ca?*-Einstrom - Proliferation - Chemotaxis - Chemotaxis - Aggregation - PAF-Freisetzung
- Vasokonstriktion - Depolarisation - IL-2-Synthese - Aggregation - Aggregation - Ca®*-Einstrom - COX-2-
- Hyperpermeabilitdt - Kontraktion - Migration - IL-2-Synthese - Degranulation - Sekretion Expression
- Ca®*-Einstrom - VEGF- - TNF-a-Synthese - Lymphotoxin- ~RA-Epression
- IL-8-E i
- PGl Synthese ~ Synthese -Radkabbildung ~ Synthese xpression
- Zytotoxizitat - AAdhérenz
- Lymphokadre Formveranderung
Synthese - Superoxid-
produktion

Abbildung 1.6. Einige biologische Wirkungen des Lipidmediators Plattchen-aktivierender Faktor (PAF) auf
verschiedene Zelltypen bei entziindlichen und immunologischen Reaktionen (modifiziert nach K. DréBler und D.
Gemsa, Worterbuch der Immunologie, Spektrum Akadem. Verlag Heidelberg, 3. Aufl., 2000). Fiir einen weiteren
Uberblick siehe S. Ishii und T. Shimizu, Platelet-activating factor (PAF) receptor and genetically engineered PAF
receptor mutant mice, Progress in Lipid Research, 2000, 39: 42 — 82.

PAF ist ein extrem potenter Mediator, der biologische Antworten bereits in nano- und
pikomolaren Konzentrationen hervorruft (158;159). Die Stimulierung erfolgt Uber einen
spezifischen Transmembranrezeptor, dessen Expression unter anderem Uber den
Bindungspartner PAF reguliert werden kann (160). Die Inaktivierung von PAF und auch von
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PAF-ahnlichen Lipiden erfolgt durch Hydrolyse mittels PAF-Acetylhydrolasen (PAF-AH), von
denen zwei intrazellulare Typen (Typ | und Il) und ein extrazellularer Typ beschrieben sind.
Diese Enzyme entfernen die Acetylgruppe an der sn-2-Position, so dass Lyso-PAF und Acetat
entstehen. PAF-AH spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Krankheiten und haben
anti-inflammatorische Eigenschaften (161). Insbesondere fur die PAF-AH Il fand man heraus,
dass sie bei oxidativem Stress zur Zellmembran transloziert und dort als ROS-Fanger von
oxidierten Phospholipiden ROS-induzierte Apoptose verhindern kann (162). Interessanterweise
wurde dieser PAF-AH-Typ auch in humaner Haut gefunden (163). Neben der Hydrolyse von
PAF, fuhrt die liganden-stimulierte Degradation des PAF-Rezeptors sowohl Uber das Proteasom
als auch tber lysosomalen Abbau zur Desensibilisierung der Zellen gegeniiber PAF (164).

1.1.6. Zellulare endogene Mechanismen zum Schutz vor UVB-Schadigungen —
Einflisse auf die UVB-Empfindlichkeit

Da die Evolution des Lebens und der Zellen von Anfang an unter dem Einfluss eines gewissen
Anteils an UVB-Strahlung stand, haben sich parallel auch endogene Mechansimen ausgebildet,
die der Zelle helfen, UVB-Schéadigungen zu beseitigen oder zumindest zu reduzieren. Da, wie
zuvor beschrieben, die Schaden durch UVB-Strahlung auf verschiedenen zellulédren Ebenen zu
finden sind, ist es leicht nachvollziehbar, dass sich ebenfalls unterschiedliche zellulare
Schutzmechanismen vor UVB-Schadigungen finden lassen missten. Im Folgenden sollen zum
Einen bekannte Schutzmechanismen erlautert werden, zum Anderen werden untenstehend
neueste Entdeckungen zur Stressreduktion von Hautzellen beschrieben. Letztere lieferten die
Grundlage und Basis der Fragestellung der vorliegenden Dissertation zur Untersuchung von
neuen endogenen zellularen Schutzmechanismen der Haut vor der UVB-induzierten
Immunsuppression.

1.1.6.a. Bekannte endogene Schutzmechanismen

Am umfangreichsten untersucht sind die Mechanismen der UVB-induzierten Immunsuppression
am Menschen und an der Maus. Dabei zeigte sich, dass der genetische Hintergrund starken
Einfluss auf die UVB-Empfindlichkeit des Organismus nimmt. Beim Menschen gibt es
individuelle und bei Mausen Stamme-spezifische Unterschiede: einige sind sehr empfindlich
gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression, andere weniger empfindlich und manche sogar
resistent (165-167). Die unterschiedliche UVB-Empfindlichkeit von M&usen wird bei der lokalen
Immunsuppression durch die Polymorphismen des Gens fir TNF-a bestimmt (168). Die
relevante genetische Region befindet sich auf dem Chromosom 17 innerhalb des MHC-
Segments (169).

Eine weitere genetische Komponente, die die Empfindlichkeit gegentber UVB-Strahlung
beeinflusst und ein endogener Schutzmechanismus ist, ist die DNS-Reparaturkapazitat. UVB-
induzierte DNS-Schéaden werden Uber einen streng kontrollierten und hoch konservierten
Mechansimus aus dem Genom entfernt, der sogenannten ,Nucleotide excision repair (NER)"
(170). Dieser Prozess ist aus einer Folge von Schritten aufgebaut, an dem mehr als 20 Proteine
beteiligt sind (13). Menschen, die unter einem NER-Defekt leiden, wie bespielsweise bei der
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Erkrankung Xeroderma pigmentosum oder dem Cockayne Syndrom, haben eine extreme UVB-
Empfindlichkeit, akkumulieren UV-induzierte DNS-Schéaden und entwickeln zum Teil friher
maligne Hauttumore als gesunde Menschen (171). Ahnliche Zusammenh&nge wurden auch in
transgenen Mausen gefunden, die NER-Defekte besitzen (172). Eine Schliisselfunktion bei
UVB-induzierten DNS-Schéaden besitzt das Tumorsuppressor-Gen p53. Um die Intergitat einer
UVB-geschéadigten Zelle zu bewahren, werden verschiedene, teils ineinandergreifende zellulare
Prozesse in Gang gesetzt, wie die Beseitigung von DNS-Schaden, Zellzyklusarrest und
Apoptose, die Uber p53-regulierte Proteine gesteuert werden (173;174). So fuhrt UVB zur
Stabilisierung und Aktivierung des p53-Proteins (175). Ein erhdhter Level an p53 wird mit
erhodhter Apoptose in Verbindung gesetzt, insbesondere in Zellen, deren Summe an DNS-
Schéaden die Reparaturkapazitat Ubersteigt (176). Damit wird ein unkontrolliertes Wachstum von
geschadigten Zellen vermieden und in Konsequenz die Ausbildung von Hauttumoren
unterdriickt. Tatsachlich findet man in etwa der Halfte aller UV-bedingten Krebsarten eine
Mutation im p53-Gen (177). Da, wie zuvor im Kapitel 1.1.5.b. DNS-Schaden ausgefiihrt, DNS-
Schaden Ursache fiur UVB-induzierte Immunsuppression sind, hat die zellulare DNS-
Reparaturkapazitat direkten Einfluss auf die Empfindlichkeit gegeniiber UVB-verursachte
Effekte.

Neben den genetischen Komponenten beeinflussen noch andere Faktoren, die mit der
zellularen Stressantwort in Verbindung stehen, die allgemeine UVB-Empfindlichkeit. Hierzu
zéhlen zum Beispiel die Pigmentierung aufgrund der Melaninproduktion der Melanozyten, was
auch die DNS der Keratinozyten vor UVB-Schadigungen schitzen kann (178;179), sowie eine
ausreichende Verfligbarkeit von Antioxidantien (siehe 1.1.5.c. Reaktive Sauerstoffspezies).

1.1.6.b. Osmolyte als neue Schutzmechanismen

Neuere Arbeiten zur Integritat von Hautzellen und UVB betonen die Bedeutung von kompatiblen
organischen Osmolyten. Als kompatiblen organischen Osmolyten bezeichnet man Kkleine
organische Molekiile, die osmotisch aktiv sind, jedoch selbst bei hohen Konzentrationen
Proteinfunktionen nicht beeinflussen, im Gegensatz zu lonen wie Natrium- oder Kaliumionen.
Zu den kompatiblen organischen Osmolyten zahlen Polyole wie Myo-Inositol, Methylamine wie
Betain oder Aminosaurederivate wie Taurin (180). Eine hypoosmotische Umgebung fiihrt zum
Schwellen der Zelle durch vermehrten Wassereinstrom. Innerhalb weniger Minuten erlangt die
Zelle aber ihr normales Zellvolumen zuriick, indem sie lonen und je nach Zelltyp spezifische
Osmolyte Uber lonenkanéle ausschleust. Diesen Mechanismus nenn man ,Regulatory volume
decrease”. Unter hyperosmotischen Bedingungen droht der Zelle ein zu starkes Schrumpfen
durch Wasserverlust. In diesem Fall fiihrt vermehrter loneneinstrom als auch die Aufregulierung
spezifischer Osmolyttransporter, Uber die entsprechende Osmolyte dann intrazellular
angereichert werden, zur Regulierung des osmolytischen Gleichgewichts, so dass Wasser in
die Zelle stromt und sie ihr normales Zellvolumen zuriick erlangt. Diesen Mechanismus nennt
man ,Regulatory volume increase” (180).

Osmolyte scheinen auch in epidermalen Zellen eine bedeutende Rolle im Erhalt des
Hydratationsgleichgewichts zu besitzen. So wurde in unserer Arbeitsgruppe beobachtet, dass
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primare humane Keratinozyten in vitro sowohl nach hyperosmotischem Stress als auch UV-
Bestrahlung mit einer Aufregulierung von spezifischen Osmolyttransportern reagierten (181).
Diese sind auch funktionell aktiv, was sich daran zeigte, dass sich die enstprechenden
Osmolyte nach den Behandlungen intrazellular anreicherten.

1.2. Taurin - Schutz vor UVB-Strahlung?

Bei den in vitro Untersuchungen zur Rolle von Osmolyten in Hautzellen stellte sich
insbesondere fur Taurin eine wichtige Rolle heraus, da die hdchste Induzierbarkeit nach
hyperosmotischem Stress und UVB-Bestrahlung beim Transporter fir Taurin (TAUT) und die
hochste Akkumulation flr Taurin in den humanen Keratinozyten festgestellt wurde (181).
Regulierende Eigenschaften von Taurin in epidermalen Zellen bei osmotischem Stress und
UVB-Exposition bestatigte eine weitere Studie (182). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine
Vorinkubation von primaren humanen Keratinozyten mit Taurin die Zellen in vitro vor
hyperosmotisch- als auch UVB-induzierter Apoptose schiitzte.

Aus diesen Beobachtungen lasst sich schlussfolgern, dass die Aufnahme von Taurin ein
zentraler Teil einer Osmolytstrategie von epidermalen Zellen ist. Dieser Prozess hilft den
Hautzellen méglicherweise, das Hydrationsgleichgewicht zu erhalten. Da der Erhalt des
normalen Hydratationszustandes einer Zelle dessen Funktionen beeinflusst, ist es denkbar,
dass in Folge der Taurinaufnahme die zellulare Widerstandskraft gegeniiber exogenen
Stressoren wie UVB erhdht werden kann. Allerdings ist an dieser Stelle anzumerken, dass eine
Anderung des Hydatationszustandes der epidermalen Zellen weder nach hyperosmotischem
Stress noch nach UVB-Bestrahlung noch nach Taurinbehandlungen jemals direkt gemessen
worden sind. Die Vermutung, dass UVB einen Einfluss auf die Hydratation bei epidermalen
Keratinozyten ausibt, stitzt sich lediglich auf experimentelle Vergleiche zur Behandlung mit
hyperosmotischem Stress, von dem eine Hydratationsbeeinflussung zu erwarten ist. Somit
bleibt ein direkter Einfluss von UVB auf das Hydratationsgleichgewicht bei Keratinozyten zum
jetzigen Zeitpunkt Spekulation.

Aufgrund der beschriebenen Erkenntnisse ist dennoch ein Zusammenhang zwischen einer
Taurinaufnahme bei epidermalen Keratinozyten und exogenen Stressoren deutlich gemacht
worden. Die Frage, ob Taurin tatsachlich in vivo die Empfindlichkeit gegeniiber UVB-induzierter
Immunsuppression  beeinflusst und damit einen mdglichen neuen endogenen
Schutzmechansimus darstellen kénnte, ist allerdings noch immer offen. Dieser Fragestellung
nachzugehen und die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu klaren, ist Gegenstand
der vorliegenden Dissertation. Im Folgenden soll daher das Molekil Taurin und seine
Eigenschaften néher beschrieben werden.

1.2.1. Eigenschaften von Taurin

Taurin  (CAS-Nr.: 107-35-7) ist chemisch betrachtet eine 2-Aminoethansulfonsdure. Die
chemische Summenformel lautet C,H,NO3S, sodass Taurin eine relative Molekliilmasse von
125,15 g/mol besitzt. Beide funktionellen Gruppen von Taurin, die Sulfonyl- und die
Aminogruppe, haben saurere Eigenschaften als die Carboxyl- und die Aminogruppe in
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biologischen Aminosauren. Die Sulfonylgruppe und die Aminogruppe des Taurins héngen an
jeweils einem der beiden Kohlenstoffatome, im Unterschied zu biologischen Aminoséuren,
deren funktionellen Gruppen beide am a-Kohlenstoffatom gebunden sind. Wie Aminosauren ist
Taurin ein amphoterisches Elektrolyt, liegt aber im Vergleich zu Aminosauren in wassriger
Lésung bei physiologischem pH-Wert nahezu vollstandig als Zwitterion vor, ist demnach stark
lipophob und hat eine sehr gute Wasserltslichkeit (circa 90 g/l bei 20°C) (183).

Taurin ist eine organische Substanz, die in der Biosphéare weit verbreitet ist. Algen und das
gesamte Tierreich verfligen Uber hohe zelluldre Taurinkonzentrationen, wahrend in Bakterien
und héheren Pflanzen Taurin gar nicht oder nur in Spuren zu finden ist. In Sdugetieren kann es
bis zu 0,1% des Korpergewichts ausmachen und ist damit eines der haufigsten
niedermolekularen organischen Molekile (183). 1838 wurde die Substanz erstmalig aus der
Galle des Rindes Bos taurus isoliert, woher der Name Taurin abgeleitet wurde (184).

Die Leber ist das Organ mit der héchsten Syntheserate fiir Taurin, welches in einem Seitenweg
des Katabolismus von schwefelhaltigen Aminoséuren entsteht. Schwefelhaltige Aminoséuren
wie Methionin und Cystein werden hier zu Cysteinsulfinat oxidiert. Der Grofdteil des
Cysteinsulfinats wird durch Transamination zu B-Sulfinylpyruvat weiter metabolisiert, wobei
unter Pyruvatabspaltung am Ende Sulfat entsteht, das ausgeschieden wird. Ein kleinerer Teil
des Cysteinsulfinats kann durch das Enzym Cysteinsulfinatdecarboxylase unter CO,-
Abspaltung zu Hypotaurin umgewandelt werden, welches weiter zu Taurin oxidiert wird (183)
(Abb. 1.7.). Neben dem hepatischen Syntheseweg wurden noch alternative Wege in anderen
Geweben wie dem Gehirn, dem Herzen oder der Niere vorgeschlagen, die allerdings alle die
Aminosdure Cystein als Ausgangssubstanz haben (185). Uber die effektive Hohe der
Syntheserate bei Saugetieren und dem Menschen liegen leider keine verlasslichen Angaben
vor. Die Kapazitat zur Taurinsynthese variiert stark, nicht nur gewebespezifisch, sondern auch
zwischen Spezies. Ratten und Mause scheinen eine groRere Synthesekapazitat fur Taurin zu
besitzen als der Mensch (186). Dagegen kénnen beispielsweise Katzen Taurin gar nicht selbst
synthetisieren. Sie missen ihren Taurinbedarf zu 100% wber die Nahrung decken (183). Aber
auch bei Spezies wie Ratten und Mause, die in der Lage sind, Taurin zu synthetisieren, wird der
Groliteil des Taurinbedarfs Uber die Nahrungsaufnahme gedeckt. Bei Taurinmangeldiat wird
offenbar nicht die Syntheserate erhéht (187;188), sondern die Resorption in den Nieren und der
Austausch zwischen den Organen gesteigert und die Ausscheidung tber den Urin gedrosselt
(189). Beim Menschen, insbesondere Kindern ist die Synthesekapazitat fur Taurin sehr niedrig,
was vermutlich an der geringen Aktivitdt der Cysteinsulfinatdecarboxylase in der Leber liegt
(190). Sie decken ihren Taurinbedarf ebenfalls hauptséchlich ber exogene Quellen. Der Fetus
erhélt Taurin von der Mutter Uber die Plazenta, und als Neugeborener tber die Muttermilch, in
der die Taurinkonzentration vergleichsweise hoch ist. So hat sich gezeigt, dass Kinder, die von
ihren Muttern gestillt wurden, Uber einen hoheren Gesamttaurinlevel verfigen und vor
Taurinmangel besser geschutzt sind als Kinder, die mit Ersatzmilch gefittert wurden (191).

23



Einleitung

Methionin

Cystein
Chy S CH, CH, CH H S

Transsulfuration
_— CH, — CH  NH

coo coo
' Cysteindioxygenase

Cysteinsulfinat
Cysteinsulfinatdecarboxylase 00S— CHy CH  NH

/ \T‘ransamination
_ 000
Hypotaurin

-Sulfinylpyruvat
SO,  CHy — CHy — NHy p ” y 5)32/

0 C CO0
Hypotaurindehydrogenase
Pyruvat

CHy

Taurin 0 C Co0
SO, CH,  CH, NH, Gallensalze

so;  Sulfit

C—

Ausscheidung so; Sulfat

Abbildung 1.7. zeigt schematisch die Synthese von Taurin als Abbauprodukt des Metabolismus schwefelhaltiger
Aminoséuren in der Leber. Das Schema ist abgeleitet nach einer Vorlage aus R. J. Huxtable, Physiological Actions
of Taurine, Physiological Reviews, 72 (1): 101 — 163, 1992.

Die Abhéangigkeit von taurinreicher Nahrung beim Erwachsenen ist unklar aufgrund des hohen
Gesamttauringehaltes im Koérper, der unter normalen Bedingungen relativ konstant gehalten
werden kann. Verminderter Tauringehalt im Plasma wurde beispielsweise voriibergehend nach
operativen Eingriffen (192), anderen Traumata (193) sowie Sepsis und Stress (194) festgestellt.
Dagegen kann Taurinmangel wahrend der Entwicklung schwerwiegendere Folgen haben.
Kinder, die mit taurindefizienter Nahrung versorgt wurden, zeigten anormale
Elektroretinogramme und hatten eine erhéhte Gefahr fiir eine Retinadegeneration (195). Starker
Taurinmangel wahrend der Entwicklung filhrte bei Katzenjungen zu Kardiomyopathy,
vermindertem Korperwachstum und gehemmter Entwicklung des Gehirns mit extremen
Funktionsstérungen verschiedener Organe (196;197). Taurinhaltige Nahrungsmittel sind
entsprechend der Verbreitung des Taurins in der Natur Seefisch, Muskelfleisch von Rind,
Schwein, Lamm und Gefligel sowie Kéase.

Die Taurinkonzentration in extrazellularen Flussigkeiten und im Plasma betragt beim Menschen
etwa 20 — 100 umol/l (183;198;199), bei Mausen 600 — 800 umol/l (200;201). Dagegen sind die
intrazellularen Konzentrationen deutlich héher. So findet man Taurinkonzentrationen zwischen
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10 und 70 mmol/l im Herzen, in der Skelettmuskulatur, im Gehirn, in der Retina und Leber, in
Blutplattchen, Neutrophilen und Lymphozyten (183;185;202). Das bedeutet, dass fur Taurin ein
starker Konzentrationsgradient zwischen Zellinnerem und -aul3erem besteht, der in der
Osmoregulation der Zelle eine wichtige Rolle spielt.

Entsprechend der weiten Verbreitung und der hohen Konzentrationen des Taurins in einer
Vielzahl von Organen und Zellen, ist Taurin an einer Reihe von physiologischen Prozessen
beteiligt, zumeist mit protektiven Eigenschaften. Die phylogenetisch &lteste nachgewiesene
Funktion von Taurin ist die Regulation des Zellvolumens und Hydratationsgleichgewichts als
organisches Osmolyt insbesondere bei marinen Organismen (183). Osmoregulatorische
Eigenschaften des Taurins konnten zudem auch in Zellen von Saugetieren nachgewiesen
werden (203). Die oben beschriebene erste Isolation aus der Galle von Sdugetieren zeigt nicht
nur, dass Taurin auch in grol3en Mengen bei Saugetieren vorkommt, sondern auch an der
Konjugation von Gallensauren und der Synthese von Gallensalzen beteiligt ist. Daneben wurde
eine Vielzahl weiterer Funktionen beschrieben wie beispielsweise Antioxidation (204),
Detoxifikation von endogen produzierten und exogenen Toxinen (183;205), Regulation der
freien Ca?*-Verfiigbarkeit (183), Zellmembranstabilisierung (206) und Modulation der Funktion
von Immunzellen (203;207). Ob die vielen Funktionen des Taurins indirekte Effekte der
Osmoregulation sind oder ob Taurin die unterschiedlichen Funktionen auch auf direkten oder
anderen Wegen ausiiben kann, wird noch immer diskutiert. Auf mdgliche
molekulare/biochemische Mechanismen wird im Kapitel V Diskussion néher eingegangen.

1.2.2. Die Taurintransporter-defiziente Maus

Dass Taurin in wassriger Losung nahezu vollstandig als Zwitterion vorliegt, verhindert eine
unkontrollierte Passage durch die Lipidschicht der Zellmembran, so dass die Zelle den starken
Konzentrationsgradienten ohne groRen Energieaufwand aufrecht erhalten kann. Die
intrazellulare  Aufnahme von Taurin erfolgt (ber den Na'- und Cl-abhangigen
Zellmembrantransporter TAUT. Er ist in vielen Geweben und Zelltypen mit hoher
Sequenzhomologie vorhanden (208-210), unter anderem auch in epidermalen Keratinozyten
(211). Die Auspragung des TAUT kann osmotisch (212) und in Keratinozyten, wie kirzlich
gezeigt wurde, auch in Folge von UVB-Exposition (181) reguliert werden.

Um die Effekte von Taurin bzw. die Auswirkungen von Taurinmangel auch in vivo in einem
komplexen Organsimus studieren zu kénnen, entwickelte die Arbeitsgruppe von Professor
Héaussinger am Institut fur Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der
Universitatsklinik Dusseldorf durch homologe Rekombination eine Taurintransporter-defiziente
Maus mit einem gemischten genetischen Hintergrund aus den Mausstéammen C57BI/6 und
129/SvJ (201). In den Zellen dieser Maus wurde das Exon 1 des taut-Gens mithilfe eines
Zielvektors deletiert. Deletion des Exon 1 fuhrt zu einer Verkirzung des Proteins von 621 auf
450 Aminosauren und zum Verlust der Transmembrandoménen 1 — 3 und einem Teil der
extrazelluldren Region des Taurintransporterproteins. Damit verbunden ist ein funktioneller
Verlust, so dass der Transporter kein Taurin mehr in die Zelle transportieren kann. Das
Mausmodell besteht aus heterozygoten taut-defizienten Tieren, bei denen nur ein taut-Allel
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deletiert ist, homozygoten taut-defizienten Tieren, bei denen beide taut-Allele deletiert sind, und
taut Wildtyp-Méausen, die zwei unveréanderte taut-Allele tragen.

Reduzierte Taurinspiegel (80 - 99%)
in allen getesteten Geweben

Degeneration I Reduziertes Kérper-
der Retina und Gehirngewicht

~ taut -/-
Leistungverlust der / l \ Verminderte Fruchtbarkeit

Skelettmuskulatur

Unspezifische Hepatitis
und Leberfibrosen

Abbildung 1.8. Phénotypische Merkmale der homozygoten Taurintransporter-defizienten (taut —/-) Maus.

'"H-NMR-Spektroskopie-Messungen zeigten, dass eine homozygote Deletion des Exon 1 zu
extremen Hypotaurinemien im Plasma und allen untersuchten Geweben in der Maus fiihrt. Die
Taurinkonzentration im Plasma sank von durchschnittlich 673 pM in Wildtyp-Mausen auf
durchschnittlich 112 pM. Der Tauringehalt von homozygoten taut-defizienten Tieren war im
Herzen und der Skelettmuskulatur um 98 — 99%, in der Leber und der Niere um 70 — 80%
reduziert (201). Das bedeutet offenbar, dass ein niedriger Taurinspiegel aufgrund des
Funktionsverlustes des TAUT nicht durch andere Transportsysteme wie etwa das
Aminosauretransportsystem A ausgeglichen werden kann.

Bislang beobachtete phanotypische Veradnderungen der homozygoten taut-defizienten Maus
sind ein reduziertes Kdrper- und Gehirngewicht bei 17 — 18 Monate alten Tieren, verminderte
Fertilitat insbesondere bei den Weibchen, schwere Funktionsstérungen und progressive
Degeneration der Retina bereits bei erst vier Wochen alten Mausen vermutlich durch eine
gesteigerte Apoptose der Photorezeptorzellen (201), sowie starker Leistungsverlust der
Skelettmuskulatur bei jungen und alten Tieren (213). Neueste Untersuchungen ergénzen
zudem, dass der moderate Taurinmangel in der Leber von heterozygoten taut-defizienten
Méausen unspezifische Hepatitis und Leberfiborosen verursacht, wahrend der starke
Taurinmangel in der Leber von homozygoten taut-defizienten Tieren zu einer chronischen
Lebererkrankung fiihrt, die charakterisiert ist durch Apoptose von Hepatozyten, einen erhéhten
TNF-a-Spiegel und schwere mitochondriale Fehlfunktionen in Leberparenchymzellen (214).
AuRerdem leiden die homozygoten taut-defizienten Tiere unter vermehrtem Taurinverlust tber
die Nieren, kdnnen die Osmolalitét ihres Urins schlechter senken und haben eine verminderte
Fahigkeit, Wasseriiberschuss tber den Urin auszuscheiden (215) (Abb. 1.8.).
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1. Wissenschaftliche Fragestellung der Dissertationsarbeit

Die Beobachtungen, dass Taurin sowohl nach hyperosmotischem Stress als auch nach UVB-
Exposition von epidermalen Keratinozyten in vitro aufgenommen und angereichert wird, sowie
vor UVB-induzierter Apoptose schitzen kann, zeigen deutlich, dass Taurin in Hautzellen eine
wichtige Rolle bei zellularen Stressantworten spielt. Unbeantwortet ist allerdings, ob und
inwieweit der Schutz von Taurin vor UVB-induzierten Zellschaden in der Haut auch in vivo
relevant ist.

Da UVB-Strahlung fiir die Haut eine natirliche und haufige Noxe ist, die zur Immunsuppression
fuhren kann, stellte sich die Frage, ob der Tauringehalt in der Haut moglicherweise einen
Einfluss auf die Empfindlichkeit eines Organismus auf UVB-induzierte Zellschadigungen und
damit die UVB-induzierte Immunsuppression ausiibt. Mdgliche Schutzfunktionen von Taurin vor
UVB-Effekten in Hautzellen kénnten sich im Bereich der Zellmembran mdoglicherweise durch
oxidativen Stress finden, da zum einen protektive Eigenschaften von Taurin in anderen
Zelltypen auf diesen Ebenen beschrieben wurden, zum anderen UVB-Strahlung derartige
Schaden verursacht, die fir die Aushildung des immunsuppressiven Status mit verantwortlich
sind.

Sollte Taurin tatséchlich protektive Einflisse auf die UVB-induzierte Immunsuppression
austben, konnte die zellulare Aufnahme von Taurin neben der DNS-Reparatur, Pigmentierung
und Antioxidation als ein weiterer naturlicher endogener Schutzmechanismus ergénzt werden,
da Taurin in der Haut, insbesondere in der Epidermis, eine in hohen Konzentrationen natirlich
vorkommende organische Substanz ist.

Hieraus stellte sich folgende Fragestellung dieser Dissertationsarbeit:

1. Hat die Taurinkonzentration in der Haut Einfluss auf die Empfindlichkeit gegeniiber UVB-
induzierter Immunsuppression in Mausen.

2. Wenn ja, auf welcher molekularbiologischen Ebene mit Einfluss auf die UVB-induzierte
Immunsuppression lassen sich mdéglich protektive Eigenschaften von Taurin vor UVB-
induzierten Zellschaden finden.

Um Taurineffekte in vivo untersuchen zu kodnnen, standen die unter Abschnitt 1.3.2. Die
Taurintransporter-defiziente Maus beschriebenen M&ause des Taurintransporter-defizienten
Modells sowohl fir in vivo als auch in vitro Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zur
Verflgung.
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I11. Material und Methoden

I1l.1a. Chemikalien

Chemikalie

bezogen von

Aceton pro analysis

Merck-Schuchardt
Deutschland)

(Hohenbrunn,

Ampuwa®-Wasser

Fresenius (Bad Homburg, Deutschland)

Aqua bidest. Hauseigene Reinstwasser-Anlage (siehe
unter 11l.1b Laborgeréte)

BIO-RAD Protein Assay BIO-RAD Laboratories (Munchen,
Deutschland)

BIO-RAD Dc Protein Assay BIO-RAD Laboratories (Minchen,

Deutschland)

BSA (Bovine Serum Albumin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Chloroform pro analysis

Carl-Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

cPAF
Faktor)

(Carbamyl-Plattchenaktivierender

Biomol Research Laboratories (Plymouth
Meeting, PA, USA)

Deoxycholat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Dichlormethan AMD Chromasolv

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

DNFB (2,4-Dinitrofluorbenzol)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Eisessig

Mallinckrodt Baker B.V. (Deventer, Holland)

Ethanol pro analysis

Carl-Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

n-Hexan LiChrosolv

Merck (Darmstadt, Deutschland)

sterile isotonische Kochsalzlésung 0,9 %

Serumwerk
Deutschland)

Bernburg AG (Bernburg,

KCI (Kaliumchlorid)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Methanol pro analysis

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Methanol AMD Chromasolv

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
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Deutschland)

MnCl, x 4H,0 (Manganchloridtetrahydrat)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

NaCl (Natriumchlorid)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Na,HPO, x 2H,0
phosphatdihydrat)

(Dinatriumhydrogen-

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Nonidet P40 Substitute

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

hoch veredeltes Olivendl

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Lyso-PAF-16:
Factor-16

Lyso-Platelet  Activating

Calbiochem® (Darmstadt, Deutschland)

PAF-18: Platelet Activating Factor-18

Calbiochem® (Darmstadt, Deutschland)

PCA-4248 (Methyl-2-(phenylthio)-ethyl-1,4-
dihydro-2,4,6-trimethylpyridine-3,5-
dicarboxylate)

Biomol Research Laboratories (Plymouth
Meeting, PA, USA)

Propanol-2

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Protease Inhibitor Tabletten ,Complete”

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

SDS (Natriumdodecylsufat)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Schwefelsaure (H,SO,4) 25% pro analysis

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Tris HCI

Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

I11.1b. Laborgerate
Zellbiologie:

« Sterilbank: LaminAi HBB 2448, Heraeus Instruments

« Zentrifuge: Megafuge 3.0 R, Heraeus Sepatech

« Mikroskop: Olympus Mikroskop
« Zellinkubator: Hera cell, Heraeus Sepatech

Molekularbiologie:

« Reinstwasser-Anlage zur Herstellung von Aqua bidest: TKA-LAB Reinstwassersystem Typ HP

4, TKA

« Zentrifugen: Centrifuge 5415 C, Eppendorf, Centrifuge 5417 C, Eppendorf, Megafuge 1.0 R,

Heraeus Sepatech

« Themocycler fir PCR: Biometra TRIO-Thermoblock, Biometra

« Wasserbad: Julabo F10, Julabo
« Vortexer: Heidolph
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« Photometer: Spectrophotometer Ultrospec Il (fiir Proteinbestimmung), Pharmacia; MRX,
Dynex Technologies (fur Proteinbestimmung und ELISA); BioPhotometer, Eppendorf (fur DNS-
und RNS-Konzentrationsmessung)

« Stickstoffeindampfer: Sample Concentrator Techno Dri-Block DB 3, Techne

« Glaskammer fur Kieselgelplatten: Desaga, Heidelberg

« Trockenschrank: Heraeus Instruments

« Ultraschallbad: Transsonic T310, EIma

I11.2. Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten Mause des Stammes B6TgHTAUT. Dieser Mausstamm besteht aus
homozygoten Taurintransporter(taut)-defizienten Tieren (taut —/— ), heterozygoten
Taurintransporter-defizienten Tieren (taut +/-) und Wildtyp-Tieren (taut +/+). Der Stamm wurde
in der Arbeitsgruppe von Professor Haussinger der Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie
und Infektiologie der Universitatsklinik Dusseldorf generiert (201). Die Taurintransporter-
defizienten Tiere zeichnen sich durch einen Defekt im spezifischen Taurintransport aus. lhnen
fehlt das Exon 1 des Taurintransportergens, sodass das hieraus generierte Protein nicht mehr
funktionsfahig ist. Die Tiere haben einen gemischt-genetischen Hintergrund (C57BI/6 x
129/SvJ). Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden in der institutseigenen
Versuchtierhaltung des IUF geziichtet und in spezifisch-pathogenfreier Umgebung unter einem
12-Stunden-Hell-12-Stunden-Dunkel-Turnus gehalten. Sie erhielten Standardfutter fir Nager
(Sniff Spezialdiaten, Soest, Deutschland) und Wasser nach Belieben. In der Zucht der taut-
defizienten Tiere wurden taut —/— Mannchen mit taut +/— Weibchen verpaart, da aus
vorangegangenen Zuchten bekannt war, dass die reduzierte Fertilitat in taut —/— Weibchen
starker ausgepragt ist als bei den taut —/— Mannchen. Bei dieser Verpaarungsart ergaben sich
gute Zuchterfolge. Die Nachkommen hatten dabei entweder den taut —/— oder taut +/— Genotyp.

111.3. Genotypisierung von Mausen

Zur Genotypisierung wurden 7 — 8 Wochen alten Tieren elektronische Markierungschips
(Transponder 972, ISO 11784, Planet ID GmbH, Essen) mithilfe eines Injektors (Injektor nach
Huther, Planet ID GmbH, Essen) subkutan injiziert, sodass jedes Tier Uber ein Lesegerat
(Breeder Reader, Planet ID GmbH, Essen) anschlieBend fir einen langeren Zeitraum zu
identifiziert war. Unter kurzer CO,-Narkose wurde den Tieren eine Gewebeprobe der
Schwanzspitze entnommen. Die genomische DNA der Gewebeprobe wurde mithilfe des
DNeasy® Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Die DNA wurde anschliel3end
mittels Standard-PCR analysiert. Das Primerpaar taut-Ex1.2 und taut-Ex1r amplifiziert das Exon
1 des Taurintransportergens (taut) mit einer FragmentgréRe von 109 bp und diente zur
Unterscheidung von heterozygoten (taut +/=) und homozygoten taut (—/—) Tieren. Zur internen
PCR Kontrolle wurde zusétzlich in allen PCR Reaktionen das Exon 2 des taut-Gens durch
Einsatz des Primerpaars TEx25/2 und taut-Ex2r mit amplifiziert. Die Fragmentgrof3e dieses
Produkts betragt 196 bp. Proben von Tieren, bei denen beide Fragmente in der PCR amplifiziert
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wurden, stammten demnach von taut +/— Tieren, da diese sowohl das Exon-2 als auch das
Exon-1 auspragten. Proben von Tieren, bei denen nur das das gré3ere Fragment in der PCR
amplifiziert wurde, stammten demnach von taut —/— Tieren, da diese das Exon-1 nicht
auspragten. Anhand des Bandenmusters der DNS-haltigen Ansatze wurde der Genotyp
bestimmt (—/— oder +/-) und dem zuvor markierten Tier zugeordnet (siehe beispielhaftes Bild
eines Agarosegels unten). Hiernach wurden die Tiere fir die Experimente in taut —/— und taut
+/— Gruppen einsortiert.

TAE-Puffer 50 x: 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTApH 8 ad 1|

Primer: taut-Ex1.2: 5-CAG GGT ATA CCT GGA CTG GG-3°
taut-Ex1r: 5°-CCA CAG ACA GCA CAA AGT C-3°
TEx25/2: 5-CGT CAT TGT GTC CCT CCT G-3°
taut-Ex2r: 5-TGA GGT GAA GTT GGC AGT GCT-3

1-facher PCR Ansatz
(Qiagen, Hilden, Deutschland)

1 ul DNA (= 100 ng)

5 pl Reaktionspuffer

- MgClZ

1 pl dNTP-Mix (Stock: 10 mM je Nukleotid)

5 pl Primer TEx25/2 (Stock: 10 pM)

5 pl Primer taut-Ex2r (Stock: 10 pM)

7,5 ul Primer taut-Ex1.2 (Stock: 10 uM)

7,5 ul Primer taut-Ex1r (Stock: 10 uM)

0,3 pl Taq Polymerase

10 pl Q-Solution

7,7 ul Ampuwa-Wasser

50 pl Gesamtvolumen

Standard-PCR Bedingungen

Denaturierung
1 Zyklus:

94°C 5 min.

Amplifikation
45 Zyklen:

94°C 1 min.
57°C 1 min.
72°C 1 min.
1 Zyklus:

72°C 8 min.
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Auftrennung der PCR-Produkte ber einem Agarose-Gel:
2% Agarose in 1 x TAE-Puffer + 4,4 x 10" mg/ml Ethidiumbromid
Auftrennung bei 80 Volt fiir ca. 2 h

Marker zum GroRenvergleich: SmartLadder SF (Eurogentec, Seraing, Belgien) mit 100 — 1000
bp in Abstanden von 100 bp.

neg. Kontr.

—
()
-
—
©
=

196 bp: Exon 2
109 bp: Exon 1

Typisches Foto eines Agarose-Gels unter UV-Licht mit den entsprechenden PCR-Produkten zur Genotypisierung der
taut Mause. Zum GréRRenvergleich der Banden wurde ein Marker (Marker) eingesetzt, der BandengréfRen von 100 —
1000 Basenpaaren in Abstdndern von 100 Basenpaaren enthélt. In der negativen Kontrolle (neg. Kontr.) wurde
uberpruft, ob die PCR-Ansétze mit Fremd-DNS kontaminiert waren. Hier wurde zum sogenannten Mastermix statt
einer DNS-Probe RNase-freies Wasser zugefiigt, so dass sich in diesem Ansatz kein PCR-Produkt zeigen durfte.
Proben von Tieren, bei denen beide Fragmente (Exon 1 + 2) amplifiziert wurden, stammten von taut +/— Mausen (+/-
). Proben, bei denen nur das Exon 2 amplifiziert wurde, stammten von taut —/- Tieren (—/-).

I11.4. Messung der Taurinkonzentration in der Rickenhaut der Mause

Jeweils vier Mausen pro Genotyp im Alter von 16 Wochen wurde nach Toétung durch CO,-
Uberdosierung eine circa 3 cm?® groRe Gewebeprobe der Riickenhaut entnommen und sofort in
flussigem Stickstoff tiefgefroren. Die anschlieRende Aufarbeitung der Proben wurde von Dr.
Ulrich Warskulat vom Institut fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf durchgefiihrt. Das gefrorene Gewebe wurde mechanisch
pulverisiert, mit Perchlorsaure extrahiert und anschlieBend lyophilisiert. Die lyophilisierten
Perchlorsaureextrakte wurden in 0,5 ml D,O geldst und mittels *H-NMR-Spektroskopie (,proton
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nuclear magnetic resonance spectroscopy”; Protonenkernmagnetresonanzspektroskopie)
analysiert. Die Analyse der Proben mithilfe der ‘H-NMR-Spektroskopie wurde von Dr. Ulrich
Flogel vom Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
durchgefiihrt. Die Magnetresonanzdaten wurden von einem Bruker DRX 400 WB NMR-
Spektrometer mit Frequenzen von 400,1 MHz fiir *H und 161,97 MHz fiir *'P aufgenommen. Als
Referenz fur die chemischen Verschiebungen der organischen Substanzen diente
(Trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3d4-Saure (TSP) bei 0 ppm. Die NMR-Signale wurden mit
Literaturdaten (216) verglichen und durch Abgleich mit puren Substanzen bestétigt. Die
quantitative Analyse der Spektren erfolgte mithilfe einer Lorentz/Gauss-Deconvolution unter
Verwendung von X-WinNMR 2.6 (Bruker). Die integrierten Werte wurden Ubertragen auf zuvor
beschriebene Konzentrationen (217).

11.5. Zellkultur priméarer Maus-Keratinozyten
Material fur die Zellkultur:

« PBS

8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,15 g Na,HPO4x2H,0 + 0,2 g KH,PO,
ad 1| Aqua bidest., pH 7,4, steril filtriert

« Gentamicin

Gentamicin, Flissig (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

« Trypsin ohne EDTA

Trypsin (10x), Flussig (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

« Trypsin mit EDTA

Trypsin-EDTA (1x), Flussig (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

« Keratinozyten-Medium

Basal MCDB 153 (1x) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Zusatze:

500 ng/ml Hydrocortison (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

6,11 pg/ml Ethanolamin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

14,11 pg/ml Phosphoethanolamin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

5 pg/ml Insulin (bovine) Zn-salt (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

50 pg/ml Rinderhypophysenextrakt (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

10 ng/ml Muriner epidermaler Wachstumsfaktor (PeproTech, London, England)
2% Fotales Kalberserum, dialysiert (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
1% Antibiotika-Antimykotika 100x (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

1% L-Glutamin 200 MM 100x (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Isolierung priméarer Maus-Keratinozyten:

Die Mause (im Alter zwischen 12 — 16 Wochen) wurden durch CO,-Uberdosierung getotet. Die
Ohren der Tiere wurden abgeschnitten, in 70%igem Alkohol fiir 2 sec. desinfiziert, in sterilem
PBS gewaschen und mit 0,25 pg/ml Gentamicin in sterilem PBS 5 min. bei RT inkubiert. Die
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Isolierung primarer Maus-Keratinozyten erfolgte anhand modifizierter Protokolle aus der
Literatur (218;219). Die Ohren wurden auf einen sterilen Tupfer gelegt, so dass sie etwas
antrocknen konnten. Dann wurden die Ohren in dorsale und ventrale Halften gesplittet und mit
ihrer jeweiligen Dermis-Seite auf steriles PBS mit 0,25% Trypsin gelegt und fir 2 h bei 37°C
und 5% CO, inkubiert. Hierbei Iost sich die Epidermis als Hautchen von der Dermis ab. Das
Epidermishautchen wurde anschlieRend mit einer Pinzette von der Dermis abgezogen und mit
Keratinozyten-Medium durch ein Gazefilter passiert, sodass sich die Zellen vereinzelten. Die
Zellen wurden 1 x in Keratinozyten-Medium gewaschen und 9 min. bei 900 rpm (172 x g) und
RT zentrifugiert, in Keratinozyten-Medium resuspendiert und in Gewebekulturflaschen (175
cm?) ausplattiert (durchschnittlich 3 x 10° Zellen pro Flasche). Die Ausbeute epidermaler Maus-
Zellen pro Epidermishautchen betrug durchschnittlich 5 x 10° Zellen.

Kultivierung primarer Maus-Keratinozyten:

Die Zellen wurden 2 x pro Woche mit frischem Keratinozyten-Medium gefittert. Bei 90%
Konfluenz wurden die adherenten epidermalen Zellen mit 2,5%iger Trypsin-
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Lésung vom Boden der Gewebekulturflasche gelést, in
Keratinozyten-Medium gewaschen, 9 min. bei 900 rpm (172 x g) und RT zentrifugiert und 1:2
gesplittet. Die durchgefiihrten Versuche erfolgten in den Passagen 3 bis 5. 90% Konfluenz
wurde bei den frisch isolierten Zellen in Passage 0 bereits nach etwa 7 — 10 Tagen Wachstum
erreicht, von Passage 0 auf Passage 1 erfolgte ein starke Verlangsamung des Wachstums bis
zu 30 Tagen. Ab Passage 2 war eine 90%ige Konfluenz dann wieder nach etwa 7 — 10 Tagen
erreicht.
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111.6. Quelle fur UVB Strahlung

In der UVB-Bestrahlung wurden TL 20W/12 RS UV-B Fluoreszenz-Lampen von Philips
(Eindhoven, Niederlande) verwendet. Diese Lampen emittieren den tUberwiegenden Teil ihrer
Energie im UVB-Bereich (290 — 320 nm) und haben ihr Emissionsmaximum bei 313 nm.

Spektrum der Philips Ultraviolett-B TL 20W/12 RS Lampe
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250.0 i i i | i
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111.7. UVB Bestrahlung

Den Mausen wurde zwei Tage vor der UVB Bestrahlung die Rickenhaut grof3flachig mit der
Haarschneidemaschine Contura der Firma Wella AG (Darmstadt, Deutschland) rasiert. Um die
Ohren der Mause vor der UVB Strahlung zu schitzen, wurden sie unmittelbar vor der
Bestrahlung mit einer weichen Zinkpaste aus der Apotheke eingepinselt. 10 — 20 Wochen alte
Tiere wurden dann in einem streufreien Kafig ohne Gitterabdeckung in eine UVB-Box mit vier
UVB-Lampen gesetzt. Der Abstand der Mause zu den Lampen betrug 35 cm (siehe Foto der
UVB-Box unten). Die Leistung (mW/cm?) in diesem Abstand wurde mithilfe eines UV-Meters der
Firma Waldmann Medizintechnik (Villingen-Schwenningen, Deutschland) bestimmt. Die
jeweilige UVB-Dosis wurde durch die Bestrahlungsdauer festgelegt, die anhand folgender

Formel errechnet wurde:

1 sec. x gewlinschte UVB Dosis in mJ/cm2 /Messwert in mJ/cm?2 = Bestrahlungsdauer in sec.
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Die in vivo Bestrahlung mit UVB-Dosen von 100 mJ/cm? (= 1 kJ/m?), 200 mJ/cm? (= 2 kJ/m?)
oder 400 mJ/cm? (= 4 kJ/m?) erfolgte fiir den Mausohrschwellungstest (siehe unter 111.8) an vier
aufeinander folgenden Tagen in einem Abstand von jeweils 24 Stunden.

Die in vivo Bestrahlung fiir die Bestimmung der DNS-Schaden erfolgte einmalig.

Méuse in UVB-Bestrahlungshbox

in vitro:

Die Maus-Keratinozyten wurden auf Gewebekulturplatten in Keratinozyten-Medium ausplattiert
und bis zu 95% Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde vollstédndig abgesaugt und die Zellen
mit 3 ml 37°C warmen PBS bedeckt. Dann wurden die Petrischalen ohne Deckel unter vier
hintereinandergeschaltete UVB-Lampen gestellt und in einem Abstand von 27 cm bestrahlt. Die
gewunschte UVB-Dosis wurde durch die Bestrahlungsdauer bestimmt und unter oben
angegebener Formel berechnet.

Die in vitro Bestrahlung mit UVB-Dosen von 10 mJ/cm?® (=100 J/m?), oder 20 mJ/cm?® (= 200
J/m?) erfolgte im Gegensatz zur in vivo Bestrahlung nur ein Mal.

111.8. Ausldsen einer Kontaktsensibilisierung bei Mausen

Mausohrschwellungstest:

Das Auslésen einer Kontaktsensibilisierung erfolgte anhand modifizierter Protokolle aus der
Literatur (67;117;118).

Sensibilisierung durch Erstkontakt (Tag 0):

Zur Sensibilisierung (= 1. Haptenkontakt) am Tag 0 wurde Mausen 60 pl 0,5% DNFB (w/v) auf
die rasierte Rickenhaut appliziert. DNFB wurde gel6st in einem 4:1 (v/v) Mix aus Aceton und

Olivendl. Als Negativkontrolle dienten Tiere, denen dasselbe Volumen reines Ldsungsmittel
ohne DNFB auf den Ricken appliziert wurde.

Auslésung durch Zweitkontakt (Tag 5):

Am Tag 5 nach der Sensibilisierung wurden die Ohrdicken beider Ohren mit einem
Dickenschnellmesser (Mitutoyo Messgerate GmbH, Neuss, Deutschland) unter CO, Narkose
bestimmt. AnschlieRend wurde auf beide Ohren der Tiere jeweils 20 pl 0,3% DNFB appliziert (=
2. Haptenkontakt).
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Messung der Ohrschwellung (Taqg 6):
24 Stunden nach dem Zweitkontakt wurde die Ohrschwellung mit dem Mitutoyo

Dickenschnellmesser unter kurzer CO, Narkose gemessen. Die Ohrschwellung wurde ermittelt
als Differenz zwischen der Ohrdicke 24 h nach dem Auslésen der Kontaktsensibilisierung nach
Zweitkontakt (Tag 6) und der Ohrdicke am Tag 5 unmittelbar vor der DNFB-Behandlung. Die
Ohrschwellung ist das Mal fur die Starke der Kontaktsensibilisierung.

Tag -4 - Tag -1: Tag O: Tag 5: Tag 6:
uvB Sensibilisierung | Messung der Ohrdicken  Ohrschwellung?
Bestrahlung 0.5% DNFB + Zweitkontakt

h l 0.3% DNFB
i | B | B e

UVB Gruppe

Positivkontrolle

Negativkontrolle (am Tag O mit DNFB-freiem
Losungsmittel behandelt)

Vereinfachtes kombiniertes Schema aus in vivo UVB-Bestrahlung und Ausldsen einer Kontaktsensibilisierung

A
m-\/w Epidermis
- Dermis
3 ' '~’ =% Knorpel

et o Epidermis R . . u : ;
. ) S " Hé&matoxylin-Eosin-gefarbte  Querschnitte durch ein  A)
B ), v g Dermis Mausohr einer nichtsensibilisierten Maus (entspricht einer

m-&‘ 1.3#‘“7\0 fat% ‘.’1‘

4 Knorpel Negativkontrolle im obigen Schema) und B) ein Mausohr
nach DNFB-Zweitkontakt nachdem die Maus fiinf Tage zuvor
mit DNFB  sensibilisiet wurde (entspricht  einer
Positivkontrolle im obigen Schema). Man erkennt deutlich die
starke dermale Schwellung des Mausohrs der DNFB-

sensibilisierten Maus. Vergréierung 1:100.
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111.9. Behandlung mit cPAF und PCA-4248

Um zu dberprifen, ob PAF bei den drei Maus-Genotypen in der Lage ist, eine
Kontaktsensibilisierung zu beeinflussen, wurden die Tiere vor der Kontaktsensibilisierung mit
einer cPAF-Lésung behandelt. Die Behandlung mit dem PAF-Rezeptor-Antagonisten PCA-4248
diente zur Uberpriifung, ob eine Aktivierung des PAF-Rezeptors an der Auspragung der UVB-
induzierten Immunsuppression bei den drei taut Maus-Genotypen beteiligt ist.

Aus cPAF und PCA-4248 wurden jeweils 5 mM Stammlésungen hergestellt. Als Losungsmittel
diente ein 1:1 Gemisch aus Dimethylsulfoxid (DMSO) und steriler isotonischer Kochsalzlésung
0,9 %.

Aus der 5 mM cPAF-Stammldsung wurde durch 1:1000 Verdiinnung mit steriler isotonischer
Kochsalzlésung eine 5 uM cPAF-Injektionsldsung angesetzt. Aus dieser wurden den Mausen
100 pl i.p. injiziert, so dass jedes Tier pro Injektion eine cPAF-Dosis von 500 pmol erhielt. Die
Tiere wurden 1 x taglich an vier aufeinander folgenden Tagen im Abstand von 24 h mit cPAF
behandelt. 24 h nach der letzten cPAF-Injektion erfolgte das Auslésen der
Kontaktsensibilisierung.

Aus der 5 mM PCA-4248-Stammlésung wurde durch 1:4 Verdiinnung mit steriler isotonischer
Kochsalzlgsung eine 1,25 mM Injektionsldsung hergestellt. Aus dieser wurden den M&ausen 100
pl i.p. injiziert, so dass jedes Tier pro Injektion eine PCA-4248-Dosis von 125 nmol erhielt. Die
Tiere wurden 1 x taglich an vier aufeinander folgenden Tagen 1 h vor der UVB-Behandlung im
Abstand von 24 h mit PCA-4248 behandelt. 25 h nach der letzten PCA-4248-Injektion bzw. 24 h
nach der letzten UVB-Bestrahlung erfolgte das Auslésen der Kontaktsensibilisierung.

Kontrolltieren wurde 1 x taglich an vier aufeinander folgenden Tagen und Kontrolltieren mit
UVB-Behandlung jeweils 1 h vor der Bestrahlung 100 pl 12,5%iges DMSO in steriler
isotonischer Kochsalzlésung i.p. verabreicht.

111.10. PAF-Messung mittels ,,High Performance Thin Layer Chromatography
(HPTLC)”

UVB Behandlung:

Die Maus-Keratinozyten wurden mit den angegebenen UVB-Dosen bestrahlt (siehe unter UVB

Bestrahlung in vitro).

Das PBS wurde abgesaugt, und die Zellen wurden auf Eis mit 10 ml eiskaltem PBS/2% HCI (pH
3) (um die Aktivitat der PAF-Acetylhydrolase (PAF-AH) zu blockieren) bedeckt und mit einem
Zellscraper abgel6st. Die Zellen wurden bei 1500 rpm (477 x g), 4°C 10 min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis auf etwa 500 pl abgesaugt, die Zellen wurden resuspendiert und in ein 1,5
ml Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt und erneut bei 1500 rpm (477 x g), 4°C 10 min. zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 600 pl Aqua bidest. resuspendiert und bei
—80°C gelagert.

Proteinbestimmung mittels BIO-RAD Protein Assay:

Standard-Eichkurve:

Die BIO-Rad Protein Assay-Reagenz wurde mit Aqua bidest. 1:5 verdinnt. Zur Herstellung
einer Standard-Eichkurve wurden aus einer BSA-Stammldsung mit einer Konzentration von
0,15 mg/ml folgende Verdunnungen hergestellt:

BSA-Standards:
Stammldsung: 15 mg/ml BSA, 1:100 verdunnt auf 0,15 mg/ml

Volumen BSA in Volumen H,O in | Konzentration in
ul ul pg/mi
5 495 15
10 490 3

15 485 4,5
20 480 6

25 475 7,5
30 470 9

35 465 10,5
40 460 12
45 455 13,5

Die Standardproben wurden 1:100 mit Bradford-Reagenz verdiinnt und bei 595 nm in einem
Photometer (Ultrospec Il, der Firma Pharmacia) gemessen.

Aus der Standard-Eichkurve wurde mittels linearer Regression und Trendlinie (Uber Microsoft
Excel) die Geradengleichung berechnet:

Geradengleichung:y=m*x +b

m = Steigung der Geraden

Probenaufarbeitung:

Die Proben wurden 30 sec. im Ultraschallbad homogenisiert. Wie der Standard wurden die
Proben 1:100 mit BIO-Rad Protein Assay-Reagenz vermischt und im Dunkeln bei RT 5 -10
min. inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben (Doppelbestimmung) in einem Photometer
(Ultrospec 1I, der Firma Pharmacia) bei 595 nm gemessen. Uber den Mittelwert der
Doppelbestimmung wurde die Proteinkonzentration anhand folgender Gleichung berechnet:
x=ylm-b
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Lipidextraktion:
Fiur die Extraktion der Lipide nach Folch (220) wurden genormte Mengen an Proben durch

festgesetzte Proteinmengen eingesetzt, die mit Aqua bidest. auf 500 pl aufgefillt wurden. Durch
Zugabe von 2,5 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) und 2%HCI wurden die Lipide extrahiert und
bei 2500 rpm (978 x g) bei 14°C 15 min. lang zentrifugiert. Die obere Phase und die mittlere
feste Schicht wurden verworfen, die untere Phase wurde unter Stickstoff bei 37°C eingedampft.
Das eingedampfte Lipidmaterial wurde in 250 pl Chloroform/Methanol (2:1, v/v) aufgenommen.

HPTLC (,,High Performance Thin Layer Chromatography”):

Die Durchfiihrung der HPTLC erfolgte in Kooperation mit Dr. Susanne Grether-Beck der
Abteilung Zellbiologie des Instituts fir umweltmedizinische Forschung (IUF) an der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf gGmbH mithilfe von technischer Assistenz. 20 cm x 10 cm grol3e
Kieselgelplatten (Merck 60F 254s) wurden 1 h in Propanol-2 vorgewaschen und 30 min. bei
120°C getrocknet. Proben und PAF-Standardgemisch (siehe unten) wurden unter Stickstoff
mithilfe des CAMAG Linomat IV auf die Kieselgelplatten mit einer Bandbreite von 0,8 cm als
dinne Linie aufgetragen. Mit einem modifizierten Universalgradienten (siehe unten) wurden die
Proben in der CAMAG AMD 2-Kammer unter Stickstoff getrennt. Nach der Separation wurden
die Kieselgelplatten mithilfe einer CAMAG Tauchkammer in eine Manganchloridlésung (siehe
unten) 1 sec. gefarbt und anschlieend bei 120°C 20 min. lang getrocknet. Die Kieselgel-
Platten wurden im CAMAG TLC Scanner 3 gescannt und mithife des CAMAG
Analyseprogramms CATS bei einer Absorption von 550 nm gemessen und mit der Michaelis-
Menten-2 Kalibration wurden die Flachen quantifiziert.

Die Konzentration der Lipide errechnet sich anhand folgender Formel:

Flache der Probe * Standardmenge [ng] / Flache des Standards * eingesetzte Menge der Probe [l]

« Manganchloridlésung:
1,6 g Manganchlorid (MnCl, x 4H,O) wurden in 240 ml Aqua bidest. gel6st.
AnschlieBend wurden 240 ml Methanol und 16 ml konzentrierte Schwefelsaure
hinzugefuigt und bei RT abgekdhlt.

« PAF-Standardgemisch:
e Lyso-PAF-16: 2,5 mg/ml 1:10 verdunnt in Chloroform/Methanol (2:1) (100 pl lyso-PAF-
16 auf 1 ml Chloroform/Methanol (2:1))
o PAF-18: 2,5 mg/ml 1:10 verdiinnt in Chloroform/Methanol (2:1) (100 pl PAF-18 auf 1
ml Chloroform/Methanol (2:1))
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Modifizierter Universalgradient zur Separation der Lipide

Stufen Methanol n-Hexan Wasser Chloroform Laufstrecke Trocknungszei
Vol% Vol% Vol% Vol% mm t
min
1 100 0 0 0 14 2
2 80 0 0 20 17 2
3 78 0 0 22 20 2
4 76 0 0 24 23 2
5 69 0 0 31 26 2
6 62 0 0 38 29 2
7 54 0 0 46 32 2
8 47 0 0 53 35 2
9 40 0 0 60 38 2
10 33 0 0 67 41 2
11 33 0 2 65 44 2
12 33 0 4 63 47 2
13 33 0 6 61 50 2
14 22 0 6 72 53 2
15 15 0 6 79 56 2
16 8 0 6 86 59 2
17 4 0 6 90 62 2
18 1 0 6 93 65 2
19 0 0 6 94 68 2
20 0 100 0 0 71 2

Volumen %

HPTLC-Lauf fur PAF-Messung

9 10 11 12 13 14

Stufe

Laufstrecke (mm)

15 16 17

19 20

‘-Methanol I n-Hexan 0 Wasser T Chloroform ==@=[aufstrecke
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I11.11. RNS-Isolierung

Nach Absaugen des Mediums und 1 x Waschen in sterilem PBS wurden die Zellen in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert. Die Isolierung der totalen RNS erfolgte mithilfe
des NucleoSpin® RNA lI-Kits (Macherery-Nagel, Diren, Deutschland) und wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die RNS Konzentration wurde anschlieRend in RNase-
freiem Aqua bidest. photometrisch bestimmt. Die RNS wurde bei —20°C fir kurze Zeit, bei —
80°C fiir langere Zeitrdume gelagert.

I11.12. Real-Time Polymerasekettenreaktion (PCR)

Semiquantitative Real-Time PCR:

Mittels einer viralen Reversen Transkriptase (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) wurde
die RNS in cDNS (komplementare, einzelstrangige DNS) nach Angaben des Herstellers

umgeschrieben.

1-facher Ansatz cDNS-Synthese
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

1 pl Random Primer (250 ng/pul)

0,5 pl dNTP-Mix (Stock: 10 mM je Nukleotid)

100 ng totale RNS

ad 10 pl RNase-freies Aqua bidest.

4 ul 5x First-Strand Buffer

2u0,1MDTT

1 pl RNaseOUT® Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 units/ul)
1 pl M-MLV Reverse Transcriptase (200 units/pl)

ad 10 pl RNase-freies Aqua bidest.

20 ul Gesamtvolumen

Fur die Real-Time PCR wurden das DNS Engine Opticon™ System von MJ Research (Incline
Village, Nevada, USA) und die nétigen 96-well Platten mit Klebefolie eingesetzt. Als PCR-Mix
diente das QuantiTectSybr®GreenPCR-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland).

Primer:

Die introniberspannenden murinen Primerpaare wurden mithilfe der Primer3 Software
(Freeware, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA, USA und Howard
Hughes Medical Institute, Chevy Chase, MD, USA) ausgewahlt und anhand der NCBI Map
Viewer Gendatenbank (www.ncbi.nih.gov/mapview/map-search.cgi?taxid=10090) kontrolliert.

« Cyclooxygenase-2 (Cox-2)
Cox-2 Fwd.:  5-AAA GAA GTG CTG GAA AAG GT-3°
Cox-2 Rev.. 5-GCG CAGT TTATGT TGT CTG T-3°
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« Interleukin-10 (IL-10)
IL-10 Fwd.: 5-GAC CAG CTG GAC AAC ATACT-3°
IL-10 Rev.: 5-TCA AAT GCTCCT TGATTT CT-3°

Haushaltsgene:
« Ribosomale Proteinuntereinheit 6 (rPs6)

rPs6 Fwd.: 5-ATT CCT GGA CTG ACA GAC AC-3°
rPs6 Rev.: 5-GTT CTT CTT AGT GCG TTG CT-3°

« Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
GAPDH Fwd.: 5°-TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA-3°
GAPDH Rev.: 5°-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA-3°

1-facher Ansatz Real-Time-PCR
(Qiagen, Hilden, Deutschland)

10 pl QuantiTectSybr®GreenPCR-Mix
1 pl Fwd.-Primer (10 uM)

1 pl Rev.-Primer (10 uM)

7 pl RNase-freies Aqua bidest.

1 pl cDNS

20 ul Gesamtvolumen

Real-Time-PCR Bedingungen
Denaturierung
1 Zyklus:
95°C 15 min.
Amplifikation
45 Zyklen:
94°C 20 sec.
53°C 30 sec.
72°C 30 sec.
1 Zyklus:
72°C 8 min.
Schmelzkurve

Temperaturerhhung von 60°C auf
90°C, Messung alle 3°C 10 sec.

Die Ergebnisse aus der Real-Time-PCR wurde nach folgender Methode ausgewertet: Aus der

Real-Time-PCR ergaben sich sogenannte ,Crossing Points" (CP) fur jedes einzelne getestete
Gen. Die jeweiligen Differenzen (D) zwischen den CP der Zielgene IL-10 bzw. COX-2 und den
CP der Haushaltsgene RPS6 und GAPDH (Differenz als Basis-DCP bezeichnet) von



Material und Methoden

unbestrahlten Kontrollzellen dienten als Basiswerte fiir die unbeeinflusste Auspragung des IL-
10- bzw. COX-2-Gens in den untersuchten Zellen. Ebenso wurden die Differenzen der CP
zwischen Zielgenen und Haushaltsgenen von UVB-bestrahlten Proben berechnet (Differenz als
DCP bezeichnet). Aus der Differenz zwischen dem DCP der UVB-bestrahlten Zellen zum
Zeitpunkt X und dem Basis-DCP-Wert der unbestrahlten Zellen wurde dann der Faktor der
Induktion durch die UVB-Behandlung zum Zeitpunkt X als Potenz zur Basis 2 errechnet.

111.13. Messung von DNS-Schaden

Material:

« »-DNS (New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA)

« Tween-20 (Sigma, St. Louis, MO, USA,)

«NaCl (Sigma)

« Tris-Base (Trizma) (Sigma)

« NaOH (Sigma)

« Maleinséure (Sigma)

« 5X TBE-Puffer (Sigma)

« EDTA (Sigma)

« Ethidiumbromid (Sigma)

« MgSO, (Sigma)

« KCI J.T. Baker, (Phillipsburg, NJ, USA)

« Blocking Reagenz (Roche, Nutley, NJ, USA)

« Positiv geladene Nylonmembran (Roche)

« Whatman Filterpapier (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)
« Glycerol (Fisher)

« Priméarantikorper, Anti-Thymin Dimer (Kamiya Biomedical, Seattle, WA, USA)
« Sekundarantikorper, Anti-Maus HRP (Amersham, Princeton, NJ, USA)
« ECL Blotting Detectionsreagenz (Amersham)

« Agarose (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)

« Bromophenol Blau (Serva, Hauppauge, NY, USA)

Nach der in vivo UVB-Bestrahlung wurden die Tiere zu den angegebenen Zeitpunkten durch
CO,-Uberdosierung getétet. Die Ohren der Tiere und eine 1 cm® groRe Rickenhautprobe
wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

Die genomische DNS wurde mithilfe des DNeasy® Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 2 x
extrahiert, um eine moglichst reine DNS-Probe mit mdglichst geringen Proteinverunreinigungen
zu erhalten. DNS-Konzentration und Reinheit (OD 260 nm/OD 280 nm) wurden photometrisch
mithilfe des BioPhotometers (Eppendorf ) gemessen. Reinheiten von wenigstens 1,8 wurden als
ausreichend erachtet.

Die Bestimmung der DNS-Schaden erfolgte durch quantitative Analyse von
Cyclobutanpyrimidindimeren (CPD) uber die South-Western Dot Blot-Methode. Sie wurde
durchgefiihrt von Dr. Daniel Yarosh der Firma Agidermatics in Freeport, New York, USA. Als
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Standardkurven diente A-DNS, die bei bestimmten UVC-Dosen (31,25; 62,5; 125; 250 J/m?)
definierte Mengen an Thymindimeren produzieren. In dreifacher Bestimmung wurden je 500 ng
der Proben-DNS und in Mehrfachbestimmung 500 ng der Standard-A-DNS auf den South-
Western Dot Blot-Apparat aufgetragen und auf eine positiv geladenene Nylonmembran
transferiert.  AnschlieBend wurde die Nylonmembran mit dem Anti-Thymindimer-
Primé&rantikdrper (1:2000 in 1% Blocking Reagenz) tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach drei
Waschschritten mit Waschpuffer (0,1% Tween-20 in TBS-Puffer) wurde die Membran mit dem
.Horse-Radish-Peroxidase- (HRP)“-konjugierten Sekundarantikbrper Anti-Maus-HRP (1:5 in 1%
Blocking Reagenz) fir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieRend wieder 3 x gewaschen und mit
Detektionreagenz (HRP-Substrat) 90 sec. bei RT inkubiert.

Zur zusétzlichen Uberpriifung der Reinheit der Proben wurden jeweils 100 ng Proben-DNS auf
ein 0,8% Agarosegel aufgetragen und nach der Elektrophorese mit Ethidiumbromid gefarbt.
Uber die Bandenstérke lasst sich die aufgetragene DNS-Menge normalisieren.

Sowohl die Dot-blots als auch die Agarosegele wurden Uber die Kodak Image Station 440 CF
aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mithilfe der Software TotalLab v.2003 analysiert.
Mithilfe der CPD-Standards und der definiert eingesetzten DNS-Mengen lassen sich die Dot
blot-Daten als Enzym-sensitive Orte/Megabase quantifizieren.

111.14. Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen der Ergebnisse erfolgten mithilfe der GraphPad Prism 3.02
Software. Die Daten wurden statistisch Uber den ungepaarten ,two-tailed* Student’s t Test
analysiert. Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
Markierungen mit einem Sternchen (*) zeigen einen p-Wert < 0,05, mit zwei Sternchen (**)
einen p-Wert < 0,01 und mit drei Sternchen (***) einen p-Wert < 0,005 an. Mit der Bezeichnung
(ns) sind statistisch nicht signifikante Unterschiede markiert.
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1IV. Ergebnisse

IV.1. Homozygote Taurintransporter-defiziente Tiere haben eine stark
reduzierte Taurinkonzentration, jedoch eine unveranderte
Gesamtkonzentration an organischen Substanzen in der Ruckenhaut.

Taurintransporter-defiziente Méause zeichnen sich durch einen Defekt im spezifischen
Taurintransport aus. Da diesen Tieren das Exon 1 des Taurintransportergens fehlt (siehe unter
Material und Methoden I11.3), kann das hieraus generierte Protein keine Transportfunktion mehr
erfillen. Abbildung IV.1. zeigt jeweils einen beispielhaften Ausschnitt der ‘H-NMR-
Spektroskopie-Analysen der Perchlorsdure-Extrakte aus der Rickenhaut der drei Maus-
Genotypen. In Tabelle 1V.1 sind die errechneten Konzentrationen aller mit dieser Methode
messbaren organischen Substanzen aufgefiihrt und kénnen zwischen den Genotypen
verglichen werden. Die fur diese Arbeit wichtigsten Werte sind die Taurinkonzentrationen in der
Ruckenhaut von taut +/+, taut +/— und taut —/— Tieren. Die Gewebeproben der Ruckenhaut von
taut +/+ Mausen ergaben eine Taurinkonzentration von 9,82 + 3,86 mM. Damit besitzt Taurin im
Vergleich zu den anderen organischen Substanzen die hdchste Konzentration und ist das
haufigste freie organische Solut in der Riickenhaut dieser Tiere. Das Fehlen eines Allels fir den
funktionalen Taurintransporter fiihrt zu einer reduzierten Taurinkonzentration von 6,48 + 3,07
mM in der Haut von taut +/— Mausen, was im Vergleich zu den taut +/+ Mausen einer Reduktion
von etwa 34% entspricht. Rickenhautextrakte der taut —/— M&use, denen beide Allele fur den
funktionsfahigen Taurintransporter fehlen, wiesen lediglich eine Taurinkonzentration von 0,64 +
0,16 mM auf. Diese Tiere haben damit eine sehr starke Reduktion der Taurinkonzentration um
etwa 93,5% verglichen mit taut +/+ Tieren.
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Abbildung IV.1.
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Abbildung 1V.1. Jeweils vier Mausen pro Genotyp im Alter von 16 Wochen wurde nach Tétung durch CO»-
Uberdosierung eine circa 3 cm? groRe Gewebeprobe der Riickenhaut entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren. Das gefrorene Gewebe wurde pulverisiert und anschlieBend mit Perchlorséure extrahiert und
lyophilisiert. Die lyophilisierten Perchlorsaureextrakte wurden in 0,5 ml D20 gelést und mittels *H NMR-Spektroskopie
analysiert wie unter Material und Methoden beschrieben. Die Abbildung zeigt reprdsentative Ausschnitte der 1H
NMR-Spektren der Perchlorsaureextrakte von taut —/—, taut +/- and taut +/+ M&usen. Abkirzungen: Ala, Alanin; Cho,
Cholin; Cre, Creatin, GIn, Glutamin; Glu, Glutamat; Gly, Glycin; Lac, Laktat; Suc, Succinat; Tau, Taurin; Val, Valin.

Die vergleichenden *H-NMR-Spektroskopie-Untersuchungen zeigten zudem, dass das Fehlen
des Taurintransporters und der damit verbundene starke Taurinverlust in taut —/— Mausen zu
einer erhdhten Konzentration anderer organischer Stoffe im Cytosol von Hautzellen fihrte.
Quantitativ signifikante Unterschiede zwischen taut +/+ und taut —/— Tieren fanden sich fir
Acetat von 0,17 + 0,06 mM in taut +/+ Mausen auf 0,51 + 0,29 mM in taut —/— Tieren, fur Alanin
(von 1,46 + 0,32 mM auf 2,36 + 0,43 mM), fir Betain (von 0,22 + 0,13 mM auf 0,89 + 0,08 mM),
fur Carnitin (von 0,29 £ 0,11 mM auf 0,89 + 0,28 mM), fir Glutamat (von 2,74 £ 0,72 mM auf
5,34 £ 1,69 mM), fur Glutamin (von 2,15 £+ 1,07 mM auf 4,23 £ 1,41 mM), fur Glycin (von 5,69 +
1,21 mM auf 8,48 + 1,64 mM), flr Succinat (von 0,90 + 0,55 mM auf 1,81 + 0,35 mM), fir
Tyrosin (von 0,20 + 0,07 mM auf 0,37 = 0,08 mM) und fiir Valin (von 0,53 £ 0,11 mM auf 0,80 £
0,15 mM). Dem schwécheren Taurinverlust in der Haut von taut +/— Mausen folgt eine
Aufkonzentration von einer geringeren Anzahl an organischen Substanzen als bei den taut —/—
Mausen. Konzentrationssteigerungen zeigten sich bei taut +/— Tieren verglichen mit den taut
+/+ Tieren fur Acetat (von 0,17 + 0,06 mM bei taut +/+ auf 0,58 + 0,07 mM bei taut +/— Mausen),
fur Glutamin (von 2,15 + 1,07 mM auf 3,80 + 1,11 mM) und fur Glycin (von 5,69 + 1,21 mM auf
7,29 £ 2,09 mM).

Waéhrend in taut +/+ Mausen Taurin die organische Substanz mit der héchsten Konzentration im
Cytosol von Hautzellen darstellt, besitzt sowohl in taut —/— als auch taut +/— Tieren Glycin die
hochste Konzentration in der Rickenhaut. Beim Vergleich der Summen an organischen
Substanzen bei den drei verschiedenen taut Maus-Genotypen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Da alle geltésten organischen Substanzen die Gesamtosmolaritat der Zelle mit
bestimmen und zudem auch nicht essentielle Aminoséuren wie beispielsweise Glycin, Alanin,
Glutamat und Glutamin und Methylamine wie Betain als kompatible organische Osmolyte bei
Saugetierzellen aktiv sein koénnen, kodnnen sie offenbar zum Erhalt der normalen
Gesamtosmolaritéat auf Basis organischer Substanzen, die bei den taut +/+ Mausen gemessen
wurde, bei den taut-defizienten Tieren beitragen.
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Student’s t Test:
Organische taut +/+ taut +/— taut —/— taut —/- vs taut +/+
Substanz [mM] [mM] [mM] p-Wert
Acetat 0,17 + 0,06 0,58 + 0,07 0,51 + 0,29 0,023 =
Alanin 1,46 + 0,32 1,67 +0,31 2,36 + 0,43 0,031 *
Arginin 1,07 £ 0,67 1,18+ 0,29 1,27 £0,16 0,630
Aspartat 0,19 +0,13 0,13 +0,08 0,13 + 0,06 0,473
Betain 0,22 +0,13 0,32 +0,15 0,89 + 0,08 0,017 *
Carnitin 0,29 + 0,11 0,39 +0,26 0,89 + 0,28 0,026 *
Cholin 0,16 + 0,06 0,18 + 0,06 0,17 + 0,06 0,877
Creatin 3,10+ 1,25 2,52 +1,87 3,37 +1,02 0,785
Cystein 0,65 + 0,29 0,49 + 0,32 0,44 + 0,08 0,248
Glukose 1,35+ 0,47 1,41+0,55 1,30+ 0,34 0,900
Glutamat 2,74+0,72 2,94 + 1,50 5,34 + 1,69 0,049 *
Glutamin 2,15+ 1,07 3,80+1,11 4,23 +1,41 0,048 *
phggﬁggﬂ;“n 0,32+ 0,09 0,29+0,21 0,28 40,13 0,747
Glycin 5,69 + 1,21 7,29 £ 2,09 8,48 + 1,64 0,048 *
Isoleucin 0,35+0,14 0,42 + 0,29 0,37 + 0,08 0,904
Lactat 7,78 + 3,50 5,41 + 2,39 6,24 + 1,42 0,506
Leucin 0,16 + 0,09 0,18 + 0,15 0,20 + 0,07 0,553
Lysin 0,50 + 0,32 0,76 + 0,14 0,79 +0,18 0,215
Phenlyalanin 0,50 + 0,20 0,56 + 0,27 0,65 + 0,12 0,283
Phosphocholin 0,21+0,11 0,23 +0,02 0,24 +0,07 0,709
Succinat 0,90 + 0,55 0,95 + 0,47 1,81+0,35 0,041 *
Taurin 9,82 + 3,86 6,48 + 3,07 0,64 + 0,16 0,006 *
Tyrosin 0,20 + 0,07 0,21 + 0,06 0,37 + 0,08 0,039 *
valin 0,53 +0,11 0,56 + 0,14 0,80 + 0,15 0,036 *
> 40,53 + 4,53 38,93 + 3,86 41,78 + 4,37

Tabelle 1V.1. zeigt die Konzentration aller organischen Substanzen in der Riickenhaut von taut —/—, taut +/- und

taut +/+ Mausen, die mithilfe der H NMR-Spektroskopie gemessen wurden. Die Konzentrationen wurden berechnet

wie unter Material und Methoden beschrieben. Die Daten sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Es wurden

vier Tiere pro Genotyp analysiert. Grau hinterlegte Felder heben die organischen Stoffe hervor, die in den

Hautextrakten der taut —/— M&use im Vergleich zu den taut +/+ M&usen statistisch signifikant erhéht sind (zusétzlich

markiert mit einem Sternchen *). Ein p-Wert unter 0,05 nach Berechnung mit dem ,Student's t Test* wurde als

statistisch signifikant angegeben.
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IV.2. Homozygote Taurintransporter-defiziente Mause sind signifikant
empfanglicher fur UVB-induzierte Immunsuppression als Wildtyp-Méause.

In einer vorangegangenen Studie von Warskulat und Kollegen konnte gezeigt werden, dass die
Aufnahme von Osmolyten, im Besonderen von Taurin, Teil der UV-induzierten Stressantwort in
primaren humanen normalen Keratinozyten (HNKSs) in vitro ist (181). Basierend auf dieser
Beobachtung wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle von Taurin in vivo in der UVB-
induzierten Immunsuppression untersucht. Von Untersuchungen an dem UVB-sensiblen
Mausstamm C57BI/6 ist bekannt, dass die Induktion einer Kontaktsensibilisierung gegen ein
Hapten (z.B. DNFB) unterdriickt ist, wenn man die Tiere mit dem Hapten auf Hautstellen
sensibilisiert, die zuvor mit geringen UVB-Dosen (100 mJ/cm?®) bestrahlt worden waren (218).
Entsprechend dieser Erkenntnis wurden in der vorliegenden Studie Gruppen von taut +/+, taut
+/— und taut —/— Mausen mit drei verschiedenen UVB-Dosen bestrahlt und anschliefend durch
Applikation mit DNFB auf den UVB-bestrahlten Riickenhautarealen sensibilisiert (Abb. IV.2. A —
D). Die eingesetzten UVB-Dosen von 100, 200 und 400 mJ/cm? liegen nach Literaturdaten im
niedrigen (100 und 200 mJ/cm® bis mittleren (400 mJ/cm? Dosisbereich (166). In der
vorliegenden Arbeit wird im Folgenden eine UVB-Dosis von 100 mJ/cm? als niedrige, von 200
mJ/cm? als mittlere und 400 mJ/cm? als hohe Dosis bezeichnet.

Die niedrige UVB-Dosis von 100 mJ/cm? l6ste weder bei den taut +/+ (Abb. IV.2. A) noch bei
den taut +/— (Abb. IV.2. B) Tieren eine signifikante Suppression der Kontaktsensibilisierung aus
verglichen mit den korrespondierenden Gruppen der DNFB-behandelten Positivkontrolle, die
nicht mit UVB bestrahlt worden waren (siehe Schema unter Punkt II1.8. Auslésen einer
Kontaktsensibilisierung bei Méausen im Kapitel Material und Methoden). Dennoch ist zu
bemerken, dass die taut +/— Tiere eine starkere Reduktion in der Ohrschwellung zeigten (etwa
27% Reduktion zur pos. Kontrolle) als die taut +/+ Tiere (etwa 12% Reduktion zur pos.
Kontrolle) (Abb. IV.2. D). Sowohl die mittlere UVB-Dosis von 200 mJ/cm® als auch die hohe
UVB-Dosis von 400 mJ/cm? fiihrten zu signifikanten Reduktionen der Ohrschwellungsreaktion in
taut +/+ Mausen (33% und 43% Reduktion) und in taut +/— Mausen (50% und 51% Reduktion),
wobei auch hier die taut +/— Tiere jeweils starkere Reaktionen zeigten als die taut +/+ Tiere,
was auf eine etwas starkere UVB-Sensibilitdt bei den taut +/— Tieren hindeutet. Wahrend die
hohe UVB-Dosis eine starkere Suppression als die mittlere UVB-Dosis bei den taut +/+ Tieren
bewirkte, scheint die maximale Suppression bei den taut +/— Mausen bereits bei der mittleren
UVB-Dosis erreicht zu sein.

Bei den taut —/— Mausen allerdings rief bereits die niedrige UVB-Dosis von 100 mJ/cm? eine
signifikante Suppression der Kontaktsensibilisierung hervor (42% Reduktion zur pos. Kontrolle)
(Abb. IV.2. C und D), was auf eine hohere Empféanglichkeit dieses Genotyps im Vergleich zu
den beiden anderen Genotypen gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression hinweist.
Wurden die taut —/— Tiere mit der mittleren UVB-Dosis (200 mJ/cm®) und der hohen UVB-Dosis
(400 mJ/cmz) vor der Sensibilisierung behandelt, zeigten sie eine noch stérkere Reduktion der
Ohrschwellungsreaktion (61% und 57% Reduktion zur pos. Kontrolle), wobei die maximale
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Suppression der Kontaktsensibilisierung wie bei den taut +/— Tieren unter der mittleren UVB-
Dosis erreicht zu sein scheint und unter der hohen UVB-Dosis nicht weiter stieg.
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Abbildung 1V.2. A) taut +/+ Mause, B) taut +/- Mause and C) taut -/~ Mause wurden mit drei verschiedenen UVB-
Dosen bestrahlt (100, 200 und 400 mJ/cm?) und anschlieRend am Tag 0 mit einer 0,5%igen DNFB-L&sung
sensibilisiert. Am Tag 5 wurden die Ohrdicken der Tiere als Referenzwerte bestimmt. Direkt im Anschluss wurden die
Ohren der Mause mit einer 0,3%igen DNFB-L6sung behandelt, um eine Kontaktsensibilisierung auszulésen. 24 h
spéter (Tag 6) wurde die Ohrschwellung als Reaktion der Kontaktsensibilisierung gemessen. Als positive Kontrolle
(pos. Kontr.) dienten Tiere, die zwar sensibilisiert und ausgeldst, aber nicht mit UVB-Bestrahlung behandelt waren.
Méuse der negativen Kontrolle (neg. Kontr.) zeigen die Hintergrundreaktion durch leichte Irritationen der Ausldsung
und wurden nur mit der 0,3%igen DNFB-L&sung auf den Ohren behandelt, waren aber weder mit UVB bestrahlt noch
mit DNFB sensibilisiert. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen [mm x 10-2] + Standardfehler
des Mittelwertes. Die Gruppen bestanden aus 5 — 9 Tieren. Die Ergebnisse wurden mithilfe des ,two-tailed Student's
t Test” analysiert. Signifikante Unterschiede zur entsprechenden positiven Kontrolle sind mit Sternchen markiert (*, p-
Wert < 0,05; **, p-Wert < 0,01; ** p-Wert < 0,005). Die Abbildung IV.2. zeigt ein reprasentatives Ergebnis von zwei
unabhéngigen Experimenten mit vergleichbaren Resultaten. D) Die UVB-induzierte Suppression des
Mausohrschwellungstests wurde als Prozent der jeweiligen positiven Kontrolle berechnet. Die Ergebnisse der
Suppression der taut +/- and taut -/~ M&use wurden versus den entsprechenden UVB-Gruppen der taut +/+ Mause
statistisch analysiert. Die statistische Analyse und Markierung mit Sternchen erfolgte wie oben beschrieben.

Um die UVB-induzierte Suppression der Kontaktsensibilisierung zwischen den drei Genotypen
statistisch miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die Ohrschwellungsreaktionen als
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Prozent der korrespondierenden positiven Kontrollgruppen berechnet und als UVB-induzierte
Suppression in Abbildung 1V.2. D dargestellt. Hierbei stellte sich heraus, dass die taut —/—
Gruppen, die mit der niedrigen und der mittleren UVB-Dosis bestrahlt wurden, signifikant
starkere UVB-induzierte Suppressionen der Ohrschwellungsreaktion (42% und 61%) aufwiesen
im Vergleich zu den Reaktionen der entsprechenden taut +/+ UVB-Gruppen (12% und 33%).
Ein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Genotypen ging jedoch verloren, wenn
die Tiere mit der hohen UVB-Dosis von 400 mJ/cm® bestrahlt wurden. UVB-induzierte
Suppression der Ohrschwellungsreaktion bei den taut +/— Tieren war in keinem Fall signifikant
unterschiedlich verglichen weder mit den entsprechenden taut +/+ Gruppen noch mit den taut —
/- Gruppen, was darauf hindeutet, dass die UVB-Empfindlichkeit der taut +/— Mause zwischen
den beiden anderen Genotypen liegt.
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IV.3. UVB-Bestrahlung fihrt in homozygoten Taurintransporter-defizienten
Mausen nicht zu vermehrten DNS-Schaden im Vergleich zu heterozygoten
Taurintransporter-defizienten und Wildtyp-Mausen.

Da die Absorptionsmaxima der Purin- und Pyrimidin-Basen der DNS zwischen 230 — 300 nm
liegen (128), kann die Strahlungsenergie von UVB direkt auf die DNS ubertragen werden.
Hierbei enstehen Photoprodukte wie CPD und sogenannte (6-4)-Photoprodukte (221). Aus
einer Reihe von Studien ist bekannt, dass CPD wichtige molekulare Mediatoren fir eine UVB-
induzierte Immunsuppression darstellen (126;135-138).

Da aus den vergleichenden Experimenten zur UVB-induzierten Immunsuppression (siehe 1V.2)
Zu beobachten war, dass taut —/— Mause signifikant empfanglicher fur UVB-induzierte
Immunsuppression waren als taut +/— und taut +/+ Mause, kdnnten unterschiedlich starke UVB-
induzierte DNS-Schaden in der Haut von taut —/— Mausen im Vergleich zu taut +/— und taut +/+
Mausen verantwortlich sein fir deren hohere Sensibilitit gegenuber UVB-induzierter
Immunsuppression. Da aul3erdem gezeigt wurde, dass DNS-Schéaden, die durch oxidativen
Stress hervorgerufen werden, mithilfe von Taurin signifikant reduziert werden konnten (222),
kénnte ein Zusammenhang zwischen Taurin und UVB-induzierten DNS-Schaden weiterhin
maoglich sein.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden alle drei Genotypen mit der niedrigen UVB-Dosis von
100 mJ/cm? bestrahlt, da unter diesen Bedingungen die groRten Unterschiede in der UVB-
induzierten Immunsuppression zwischen taut —/— Tieren und den beiden weiteren Genotypen
beobachtet wurden (Abb. IV.2. A — D). Sowohl 6 h als auch 24 h nach der Bestrahlung wurde
die DNS der bestrahlten Rulckenhaut isoliert und die Mengen an CPD bestimmt. Als
Referenzwerte dienten CPD-Konzentrationen isolierter DNS aus gleich behandelter, aber
unbestrahlter Maushaut des entsprechenden Genotyps.

6 h nach UVB-Behandlung wurde bei den taut +/+ Tieren eine 2,5 fache UVB-bedingte CPD-
Induktion gemessen, die nach 24 h leicht auf eine 2-fache Induktion gesunken war (Abb. IV.3.).
Die taut +/— Tiere wiesen 6 h nach UVB-Bestrahlung eine 2,9-fache mittlere CPD-Induktion auf,
die zum Zeitpunkt 24 h nach Behandlung ebenfalls nur leicht auf eine etwa 2,6-fache Induktion
zurliickging. Die UVB-Bestrahlung fiihrte bei taut —/— Mausen 6 h nach Behandlung zu einer
knapp 2-fachen CPD-Induktion, die 24 h nach UVB-Exposition unverandert blieb (Abb. 1V.3.).
Die Unterschiede zwischen den Genotypen sind minimal und statistisch nicht signifikant. Somit
I6ste UVB-Bestrahlung bei taut —/—, taut +/— und taut +/+ Tiere keinen Unterschied, sondern
vergleichbare Mengen an UVB-induzierten DNS-Schaden, wie die Bildung von CPD, aus. Das
bedeutet daher, dass die beobachtete hthere UVB-Sensibilitit bei taut —/— M&usen im
Vergleich zu den beiden anderen Genotypen hinsichtlich ihrer UVB-induzierbaren
Immunsuppression nicht auf einer starkeren Schadigung der DNS beruht. Eine Korrelation
zwischen Taurinmangel in der Haut und UVB-induzierten DNS-Schéden scheint daher
auszuschliel3en zu sein.

Die nur geringe Abnahme der DNS-Schaden 24 h nach UVB-Exposition im Vergleich zu den 6
h-Werten bei den taut +/— und taut +/+ Tieren und die Stagnation der DNS-Schaden zwischen 6
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und 24 h bei den taut —/— Mausen deutet darauf hin, dass dieser Mausstamm Uber eine mafige
bzw. verzogerte DNS-Reparatur verfugt. Der Literatur ist zu enthehmen, dass der UVB-sensible
Mausstamm C3H/HeN bereits 16 h nach UVB-Bestrahlung DNS-Schaden deutlich reduzierte
(223).

A CPD-Bildung in der Riickenhaut nach 100 mJ/cm2 UVB

taut +/+ taut +I- taut -I-
unbestrahlt
e & ® & ¢ 6 h nach UVB
® e & & 24 h nach UVB
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@ 0 & & »
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Abbildung 1V.3. Die rasierte Rlckenhaut von taut —/-, taut +/- and taut +/+ Mausen wurde mit 100 mJ/cm2 UVB
bestrahlt. 6 h and 24 h spater wurden Hautproben der UVB-exponierten Hautstellen entnommen und sofort in
flissigem Stickstoff bei —196 °C tiefgefroren. AnschlieBend wurde die DNS extrahiert und der Gehalt an CPD als
DNS-Schédigung bestimmt wie unter Material und Methoden beschrieben. Der CPD-Gehalt der DNS von rasierten,
aber unbestrahlten Tieren des entsprechenden Genotyps diente als Kontrollwert. A) Abgebildet sind reprasentative
South-Western Dot blots der DNS der Hautproben von allen drei taut Genotypen jeweils einer unbestrahlten Maus,
einer Maus 6 h nach UVB-Exposition und einer Maus 24 h nach UVB-Behandlung in Dreifachbestimmung. B) Mithilfe
der CPD-Standards und der definiert eingesetzten DNS-Mengen lassen sich die Dot blot-Daten als Enzym-sensitive
Orte/Megabasen quantifizieren. Fir Abbildung IV.3. B wurden aus dieser Quantifizierung die UVB-induzierten CPD-
Induktionen aller Tiere verglichen auf Basis der entsprechenden unbestrahlten Kontrolle berechnet. Die Daten sind
die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes. Die Gruppen bestanden aus jeweils drei Tieren.
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IV.4. UVB-bestrahlte primare Maus-Keratinozyten von homozygoten
Taurintransporter-defizienten Mausen produzieren groere Mengen an
Plattchen-aktivierendem Faktor als primare Maus-Kerationzyten von Wildtyp-
Mausen.

Da in taut —/— Tieren keine héhere Empfindlichkeit gegenliber UVB-induzierten DNS-Schéaden
festgestellt werden konnte, wurde der Frage nachgegangen, ob die primaren Maus-
Keratinozyten dieser Tiere mdoglicherweise zu UVB-induzierten Membranschaden neigen.
Walterscheid und Kollegen zeigten in ihrer im Jahr 2002 veroffentlichten Studie, dass das
Freisetzen von Plattchen-aktivierendem Faktor (PAF), welcher aus Phospholipiden der
Zellmembran von Hautzellen nach UVB-Exposition generiert wird (siehe Einleitung 1.1.5.c.
Zellmembranveranderungen und Freisetzung des Lipidmediators PAF), ein sehr friiher Schritt in
der Induktion von UVB-bedingter Immunsuppression ist (92). Aufgrund der
Bindungseigenschaften von Taurin an Phospholipide (224) und Taurins Eigenschaft,
Zellmembranen zu stabilisieren (206), wurde untersucht, ob das Fehlen eines funktionellen
Taurintransporters dazu fuhrt, dass primdre Maus-Keratinozyten von taut —/— Mausen nach
UVB-Bestrahlung vermehrte Mengen an PAF produzieren im Vergleich zu den priméren Maus-
Keratinozyten von taut +/— und taut +/+ Tieren.

Aus Literaturdaten ist bekannt, dass PAF-Rezeptor positive KB Zellen (eine humane epitheliale
Zelllinie, die aus einem epidermalem Karzinom des Mundes isoliert wurde) nach einer
Bestrahlung mit 60 mJ/cm? UVB groRe Mengen an PAF freisetzen (225). Daher wurde diese
UVB-Dosis auch fiir die Bestrahlung der primaren Maus-Keratinozyten der drei Genotypen in
dieser Arbeit gewahlt, um PAF-Freisetzungen zu untersuchen.

Da zudem gezeigt wurde, dass die Produktion von sn-2-Acetyl-Glycerophosphocholin-Spezies
(PAF-Spezies) sowohl von carbamyl-PAF-behandelten KB Zellen (226) als auch von lonophor-
stimulierten HaCaT Keratinozyten (eine spontan immortalisierte humane Keratinozytenzelllinie)
etwa 10 min. nach Behandlung ihren Peak hatten (227), wurde in der vorliegenden Arbeit die
PAF-Menge in den primaren Maus-Keratinozyten ebenfalls 10 min. nach UVB-Bestrahlung
bestimmt. Um zu Uberprifen, ob eine UVB-induzierte PAF-Freisetzung nach diesem Zeitpunkt
abnimmt oder weiter steigt, wurde die PAF-Freisetzung zusatzlich 30 min. nach Bestrahlung
gemessen (Abb. IV.4.). Als Referenzwerte dienten PAF-Konzentrationen von primaren Maus-
Keratinozyten der entsprechenden Genotypen, die gleich behandelt, aber nicht mit UVB
bestrahlt wurden. In Abbildung IV.4. sind die UVB-bedingten PAF-Induktionen basierend auf
den Werten der Kontrollzellen dargestellit.

In priméaren Maus-Keratinozyten von taut +/+ Mausen fuhrte UVB-Bestrahlung weder nach 10
min. noch nach 30 min. zu einer Induktion von PAF Uber den Hintergrundlevel hinaus (Abb.
IV.4., schwarze Balken). In deutlichem Unterschied dazu resultierte die UVB-Behandlung nach
10 min. bei primaren Maus-Keratinozyten von taut —/— Tieren in einer circa 1,6-fachen Erhdhung
der PAF-Produktion im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 1V.4., weil3e Balken). 30 min.
nach der UVB-Exposition wiesen diese Maus-Keratinozyten im Mittel eine 1,8-fache Erhdéhung
der PAF-Menge auf (Abb. IV.4., wei3er Balken). Damit zeigt sich zum Einen, dass eine PAF-
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Freisetzung bei diesen Zellen ebenfalls in den ersten Minuten lokalisiert ist, die 30 min. nach
der Behandlung noch leicht weiter ansteigt. Zum Anderen lasst sich feststellen, dass priméare
Maus-Keratinozyten aus taut —/— Mausen mit vermehrter PAF-Freisetzung auf UVB-Bestrahlung
reagieren, wahrend die PAF-Produktion in Keratinozyten von taut +/+ Tieren durch UVB
unbeeinflusst bleibt.

60mJ/cm? UVB

2.1+

1.8+

T ns [] taut--

1.54 _NS
1.2

0.9+
0.6

x-fache PAF Induktion

0.3

0.0-

10 min. 30 min.

Abbildung 1V.4. Primare epidermale Maus-Keratinozyten von taut +/+, taut +/— and taut -/~ Mausen wurden mit 60
mJ/cm2 UVB in vitro bestrahlt. 10 min. und 30 min. nach der UVB-Exposition wurden die Lipide mithilfe eines
Chloroform/Methanol-Gemisches (2:1, viv) extrahiert. Fir die Lipidextraktion wurden festgesetze Proteinmengen der
Proben eingesetzt. Kontrolizellen des entsprechenden Genotyps wurden identisch behandelt, jedoch nicht mit UVB
bestrahlt. Die extrahierten Lipidproben wurden auf Kieselgelplatten in der HPTLC separiert. Die PAF-Konzentration
wurde quantifiziert wie unter Material und Methoden beschrieben. Die Ergebnisse zeigen die UVB-induzierte x-fache
PAF-Induktion auf Basis der entsprechenden unbestrahlten Kontrollzellen. Die Daten sind die Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes. Ein Sternchen zeigt statistisch signifikante Unterschiede versus den taut +/+
Keratinozyten (two-tailed Student’s t Test, p-Wert < 0,05; n = 4 — 6) an. Das Experiment wurde 6 mal durchgefihrt.

Priméare Maus-Keratinozyten, die aus taut +/— Tieren isoliert wurden, wiesen 10 min. nach UVB-
Exposition nahezu keine PAF-Induktion (1,1-fach) auf, zeigten aber nach 30 min. eine leichte
Induktion von PAF (1,3-fach) und damit eine nur leichte Erhéhung der PAF-Freisetzung nach
UVB-Behandlung, die allerdings verglichen mit den Ergebnissen der taut +/+ Keratinozyten
statistisch nicht signifikant erhoht ist (Abb. 1V.4., graue Balken). Somit liegt die Starke der PAF-
Freisetzung der UVB-bestrahlten taut +/— Keratinozyten zwischen denen der taut +/+ und der
taut —/— Keratinozyten.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass primare Maus-Keratinozyten, welchen der funktionsfahige
Taurintransporter fehlt, eine Taurintransporter-expressionsabhangige Freisetzung von PAF-
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oder PAF-ahnlichen Lipiden haben und infolgedessen zu UVB-induzierter PAF-Freisetzung aus
Zellmembranlipiden neigen. Daraus lasst sich schlieRen, dass diese Zellen empfindlicher fur
UVB-induzierte Membranschadigungen sind.
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IV.5. UVB-Bestrahlung fuhrt bei primaren Maus-Keratinozyten von
homozygoten Taurintransporter-defizienten Mausen zu starkerer Expression
des Gens fur Interleukin-10 als bei primaren Maus-Keratinozyten von Wildtyp-
Mausen, aber zu gleicher COX-2 Expression.

Um zu Uberprifen, ob die gemessene PAF-Freisetzung moglicherweise mit einer UVB-
induzierten Genexpression in den Maus-Keratinozyten korreliert, wurde die UVB-induzierte
Expression der immunmodulatorischen Gene fir IL-10 und fiur COX-2 in primaren Maus-
Keratinozyten von taut +/+ und taut —/— Tieren untersucht.

Da sowohl PAF als auch UVB die Transkription des IL-10-Gens in murinen Keratinozyten
aktivieren kann (92), und gezeigt wurde, dass von Keratinozyten sezerniertes IL-10 ein
zentraler Faktor der UVB-induzierten Immunsuppression ist (87), wurde hier die IL-10 mRNS
Expression von UVB-behandelten Maus-Keratinozyten aus taut —/— Mausen mit jener der Maus-
Keratinozyten aus taut +/+ Mausen verglichen.

Neben dem IL-10 ist auch das PGE, an der Auspragung einer Immunsuppression durch UVB
beteiligt (85). Zudem wurde ein Zusammenhang zwischen der PAF-Rezeptoraktivierung und
der PGE,-Freisetzung in Keratinozyten beschreiben (226). An der Synthese des PGE; ist das
Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) entscheidend beteiligt. Da die Menge der COX-2 mRNS mit
dem COX-2-Enzym und nachfolgend mit der PGE,-Freisetzung eng korreliert (226), wurde hier
die Induktion der COX-2 mRNS in den primaren Maus-Keratinozyen von taut —/— und taut +/+
Méausen nach UVB-Behandlung getestet.

Hierzu wurden die Maus-Keratinozyten mit entweder 10 oder 20 mJ/cm? UVB bestrahlt, die
totale RNS wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung isoliert und die
relative Menge an IL-10 und COX-2 mRNS wurde basierend auf zwei verschiedenen
Haushaltsgenen mittels semiquantitativer Real time PCR analysiert (Abb. IV.5. A, B). Als
Referenzwerte dienten die relativen Mengen an IL-10 bzw. COX-2 mRNS aus Kontrollzellen
des ensprechenden Genotyps, die gleich behandelt, aber nicht mit UVB bestrahlt wurden. In der
Abbildung IV.5. A — B sind die UVB-bedingten IL-10 Induktionen, in der Abbildung IV.5. C - D
die UVB-verursachten COX-2 Induktionen von taut +/+ Keratinozyten und taut —/— Keratinozyten
basierend auf den Werten der Kontrollzellen dargestellt.

In Abbildung IV.5. A ist zu erkennen, dass die Keratinozyten der taut +/+ Mause (schwarze
Balken) nach einer Bestrahlung mit 10 mJ/cm? UVB zu den friihen Zeitpunkten bis 12 h nach
Bestrahlung mit nur geringer Aufregulierung der IL-10 mRNS um das 2-fache reagierten, jedoch
24 h nach der UVB-Behandlung eine etwa 3,6-fache Aufregulierung von IL-10 aufwiesen. Im
Vergleich dazu zeigten die Keratinozyten der taut —/— Mause (weil3e Balken) bereits zu den sehr
frGhen Zeitpunkten eine deutliche IL-10 Aufregulierung. Direkt nach der UVB-Bestrahlung
(Zeitpunkt 0 h) konnte hier bereits eine 2-fache IL-10 Erhdhung festgestellt werden. Diese stieg
dann stetig Giber den gemessenen Zeitraum bis zu 12 h auf das etwa 4-fache an. 24 h nach der
Bestrahlung nahm die UVB-induzierte IL-10 Aufregulierung gegeniber der nach 12 h leicht ab
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und sank auf ein etwa 3,5-Faches, was allerdings im Schwankungsbereich liegt und hier noch
nicht als eindeutige Abnahme zu sehen ist.
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Abbildung 1V.5. Primére epidermale Maus-Keratinozyten von taut -/~ Mausen (weille Balken) und taut +/+

Méusen (schwarze Balken) wurden mit 10 mJ/cm2 UVB (A und C) oder 20 mJ/cm2 UVB (B und D) bestrahlt. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet, und die Gesamt-RNS wurde isoliert. Die Auspragung der IL-
10 mRNS (A und B) und COX-2 mRNS (C und D) basierend auf zwei verschiedenen Haushaltsgenen (RPS6 und
GAPDH) wurde anschlieRend mittels semiquantitativer Real Time PCR gemessen und analysiert wie in Material und
Methoden beschrieben. Die Daten sind dargestellt als UVB-induzierte x-fache Induktion auf Basis der IL-10- und
Cox-2-Auspragung von unbestrahlten Kontrollzellen. Jeder Balken repréasentiert den Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes von zwei unabhéngigen Experimenten.

Abbildung IV.5. B zeigt die IL-10 Induktion nach Bestrahlung der Maus-Keratinozyten mit der
hoheren UVB-Dosis von 20 mJ/cm?. Analog zu den Ergebnissen in Abbildung 1V.5. A reagierten
die Keratinozyten der taut +/+ Mause auf die UVB-Behandlung zu den friihen Zeitpunkten bis 8
h nicht mit der Aufregulierung der IL-10 mRNS (Abb. IV.5. B, schwarze Balken). Nach 12 h
wurde allerdings eine etwas mehr als 2-fache Aufregulierung von IL-10 gemessen, die 24 h
nach der Bestrahlung auf eine knapp 4-fache Aufregulierung wie nach der geringeren UVB-
Dosis von 10 mJ/cm? ansteigt. Die UVB-bedingte IL-10 Induktion bei den Zellen der taut +/+
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Tiere setzte damit erst zu spateren Zeitpunkten ein und scheint in ihrer Starke unabhangig von
der UVB-Dosis zu sein und ihr Maximum bereits bei der geringeren UVB-Dosis erreicht zu
haben.

Im Gegensatz zu den Zellen der taut +/+ Mause, reagierten die Keratinozyten der taut —/—
Mause auch bei der hoheren UVB-Dosis von 20 mJ/cm® bereits sehr schnell direkt nach der
UVB-Exposition mit einer 2-fachen Aufregulierung der IL-10 mRNS (Abb. IV.5. B, weile
Balken). 4 h nach der Bestrahlung stieg die IL-10 mMRNS Expression stark an auf einen etwa
4,5-fachen Wert der Kontrollzellen und nahm 8 und 12 h nach der Bestrahlung weiterhin rapide
zu. 8 h nach Bestrahlung wurde im Mittel eine etwa 8,5-fache, 12 h nach Bestrahlung eine tber
9-fache Aufregulierung der IL-10 mRNS gemessen. 24 h nach der UVB-Behandlung sank diese
extreme IL-10 Aufregulierung auf das circa 5-fache der Kontrollzellen zuriick. Diese Ergebnisse
bestatigen den zeitlichen Verlauf der UVB-induzierten IL-10 Induktion der taut —/—
Keratinozyten, der sehr friih beginnt und seinen Peak zwischen 8 und 12 h nach UVB-
Behandlung erreichte. Dieser Verlauf unterscheidet sich deutlich vom zeitlichen Verlauf der taut
+/+ Keratinozyten, die erst zu spateren Zeitpunkten nach UVB-Behandlung mit einer IL-10
Aufregulierung reagierten und ihr Maximum bei 24 h oder spater hatten (spatere Zeitpunkte
wurden in dieser Arbeit nicht gemessen). Weiterhin unterschieden sich die taut —/-
Keratinozyten auch hinsichtlich der Héhe der IL-10 Induktion durch UVB von den taut +/+
Keratinozyten, denn sie zeigten eine deutlich starkere UVB-induzierte IL-10 Aufregulierung als
die taut +/+ Zellen, die aul3erdem dosisabhangig zunahm.

Die Messungen zu den COX-2 Induktionen durch 10 mJ/cm? UVB (Abb. IV.5. C) zeigten bei den
Keratinozyten der taut +/+ Tiere (Abb. IV.5. schwarze Balken) einen raschen, 2-fachen Anstieg
bereits 2 h nach der Bestrahlung, der bei 4 h sein Maximum mit einer etwa 4,5-fachen Induktion
erreichte, um 12 h nach Bestrahlung auf den Kontrollwert zu sinken. Die Zellen der taut —/—
Mause (Abb. IV.5. weil3e Balken) zeigten im Vergleich dazu einen parallelen Verlauf in der
UVB-bedingten COX-2 Induktion, sodass kein Unterschied, weder in der Zeitkinetik noch in der
Starke, festzustellen war. Ein vergleichbares Ergebnis zur COX-2 Induktion in den
Keratinozyten der beiden Maus-Genotypen zeigte sich bei der héheren UVB-Dosis von 20
mJ/cm? (Abb. IV.5. D). Hier lag der 4 h Maximalwert sowohl bei den taut —/— und taut +/+
Keratinozyten mit etwa 3-fachen Induktionen sogar leicht unter dem Maximalwert, der bei der
geringeren UVB-Dosis von 10 mJ/cm® gemessen wurde. Das deutet darauf hin, dass in beiden
Genotypen die COX-2 Induktion bereits durch niedrige UVB-Dosen ihr Maximum erreichte und
durch hohere Dosen nicht weiter gesteigert werden kann. Insgesamt konnte kein Unterschied in
der UVB-induzierten COX-2 Expression zwischen den Hautzellen der taut —/— und taut +/+
Méause weder zeitlich, in der Hohe noch dosisabhéngig gemessen werden.
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IV.6. UVB-induzierte Immunsuppression kann durch Blocken des PAF
Rezeptors ausschliellich in homozygoten Taurintransporter-defizienten
Méausen aufgehoben werden.

Im Folgenden wurde die Rolle von Taurin in der UVB-induzierten und PAF-vermittelten
Immunsuppression in Mausen untersucht. Um zu testen, ob die hdhere Empfindlichkeit
gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression der taut —/— Tiere (Abb. IV.2. A — D) in vivo auf
UVB-vermittelter PAF-Freisetzung und PAF-Rezeptoraktivierung beruht, wurde eine potenzielle
PAF-Rezeptoraktivierung durch den spezifischen PAF-Rezeptorantagonisten PCA-4248
gehemmt, indem dieser 1 h vor jeder UVB-Bestrahlung i.p. in Gruppen von taut +/+, taut +/—
und taut —/— Mausen (Abb. V.6, PCA4248+UVB) injiziert wurde. Eine weitere Gruppe der drei
Maus-Genotypen erhielt an vier aufeinander folgenden Tagen im Abstand von 24 h eine i.p.
Injektion mit carbamyl-PAF (Abb. IV.6., cPAF), eine PAF-Spezies, die metabolisch nicht so
schnell abgebaut wird, daher langere Zeit stabil bleibt und den PAF-Rezeptor aktivieren kann.
Diese Gruppen sollten dazu dienen, zu Uberprifen, ob der PAF-Rezeptor in allen drei
Genotypen aktiviert und hierdurch eine Suppression der Kontaktsensibilisierung erreicht werden
kann. Die UVB-Gruppen wurden an vier aufeinander folgenden Tagen nur mit dem reinen
Losungsmittel i.p. injiziert und 1 h spéater mit UVB behandelt (Abb. IV.6., UVB), welche als
Referenz fir die mit dem PAF-Rezeptorantagonisten behandelten Gruppen diente.
Kontrollgruppen erhielten ebenfalls an vier aufeinander folgenden Tagen im Abstand von 24 h
i.p. Injektionen mit dem reinen Ldsungsmittel, wurden jedoch nicht mit UVB bestrahlt (Abb.
IV.6., pos. Kontrolle, neg. Kontrolle).

Da in diesem Experiment der Einfluss des PAF-Rezeptorantagonisten auf die UVB-induzierte
Immunsuppression bei allen drei Maus-Genotypen getestet werden sollte, wurde hier die
mittlere UVB-Dosis von 200 mJ/cm? eingesetzt, die im Gegensatz zu der niedrigen Dosis von
100 mJ/cm? bei allen drei Genotypen im vorangegangenen Experiment (Abb. IV.2. A — D) zu
einer statistisch signifikanten Suppression der Kontaktsensibilisierung fiihrte. Wie in Abbildung
IV.2. A — D bereits gezeigt wurde, fiihrte eine Bestrahlung mit einer UVB-Dosis von 200 mJ/cm?
bei allen drei Genotypen zu einer signifikanten Suppression der Kontaktsensibilisierung (Abb.
IV.6. A — C, UVB). Dabei zeigten die taut —/— Tiere wie zuvor beschrieben eine stérkere UVB-
induzierte Immunsuppression (62%) als die taut +/— Mause (41%) und die taut +/+ Mause
(38%).

Der Einsatz des PAF-Rezeptorantagonisten PCA-4248 bei taut +/+ Mausen (Abb. IV.6. A,
PCA4248+UVB) als auch bei taut +/— Mausen (Abb. IV.6. B, PCA4248+UVB) hatte hier keinen
Einfluss auf die Unterdrickung der Immunantwort durch UVB, was auf einen PAF-
unabhéangigen Mechanismus in der UVB-induzierten Immunsuppression bei diesen Tieren
hindeutet. Im Gegensatz dazu fiihrten die PCA-4248-Injektionen vor den UVB-Bestrahlungen
bei den taut —/— Mé&usen zu einer vollstandigen Aufhebung der UVB-induzierten Suppression
der Kontaktsensibilisierung (Abb 1V.6. C, PCA4248+UVB). Die mittlere Ohrschwellung dieser
Gruppe liegt statistisch signifikant oberhalb der UVB-Gruppe (Abb. IV.6. C, UVB) und ist
vergleichbar mit der positiven Kontrolle (Abb. IV.6. C, pos. Kontrolle). Dieses Ergebnis weist
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stark auf einen PAF-abhangigen Mechanismus in der UVB-induzierten Immunsuppression bei
den taut —/— Mausen hin.
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Abbildung 1V.6. (A) Taut +/+ M&usen, B) taut +/- Mausen und C) taut -/~ M&ausen wurden entweder 100 pl
Ldsungsmittel (12,5% DMSO in physiologischer Kochsalzldsung) (pos. Kontr., neg. Kontr., UVB) oder 125 nmol PAF-
Rezeptor-Antagonist PCA-4248 (PCA+UVB) (in 100 pl Volumen) oder 500 pmol cPAF (cPAF) (in 100 pl Volumen)
an vier aufeinanderfolgenden Tagen i.p. injiziert. Jeweils 1 h nach der Injektion wurden die Tiere mit 200 mJ/cm?
UVB (UVB) an vier aufeinanderfolgenden Tagen bestrahit. Die cPAF-Gruppen sowie die positiven und negativen
Kontrollgruppen wurden jedoch nicht mit UVB bestrahlt. 24 h nach der letzten Bestrahlung bzw. 25 h nach der letzten
Injektion wurden die Tiere mit einer 0,5%igen DNFB-Lésung auf der UVB-exponierten Riickenhaut bzw. der
unbestrahlten Riickenhaut sensibilisiert (Tag 0). Negative Kontrollgruppen wurden nur mit dem DNFB-freien
Ldsungsmittel behandelt. Am Tag 5 wurden die Ohrdicken bestimmt, und anschlieBend wurden die Ohren mit einer
0,3%igen DNFB-LAsung bestrichen. 24 h spéter (Tag 6) wurde die Ohrschwellung gemessen. Die Ohrschwellung
[mm x 102] wurde angegeben als Differenz zwischen der Ohrdicke direkt vor der Auslésung und der Ohrdicke 24 h
nach der Auslosung der Kontaktsensibilisierung. Die Gruppen bestanden aus jeweils 5 — 6 Tieren. Die Ergebnisse
zeigen die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes. Die Daten wurden mithilfe des ,two-tailed student' t test"
statistisch ausgewertet. Signifikante Unterschiede sind mit Sternchen markiert (*, p-Wert < 0,05; **, p-Wert < 0,01,
#* p-Wert < 0,005). Eins von zwei Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen ist hier dargestellt.
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Die Injektionen mit cPAF resultierten bei allen drei Maus-Genotypen in einer signifikanten
Unterdrickung der Ohrschwellung (Abb IV.6. A — C, cPAF), was auf eine immunsuppressive
Wirkung in der Kontaktsensibilisierung hindeutet, die unabhangig ist von der taut-Expression.
Allerdings ist zu erwahnen, dass der starkste Effekt durch cPAF in den taut —/— Tieren zu
messen war (67% Suppression) (Abb. 1V.6. C, cPAF) verglichen mit einer Suppression der
Kontaktsensibilisierung von 42% bei den taut +/— Mausen (Abb. 1V.6. B, cPAF) und von 48% bei
den taut +/+ Mausen (Abb. IV.6. A, cPAF).
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V. Diskussion

Aus der Literatur ist seit Kurzem bekannt, dass Taurin in Hautzellen eine wichtige Rolle bei
zellularen Stressantworten spielt. In Zellkulturexperimenten wurde beobachtet, dass zum Ersten
Taurin von epidermalen Keratinozyten sowohl nach hyperosmotischem Stress als auch nach
UVB-Exposition intrazellular angereichert wurde (181), und dass zum Zweiten die
Taurinakkumulation vor UVB-induzierter Apoptose schitzte (182). Aus diesen in vitro Befunden
stellte sich die Frage, ob Taurin auch in vivo vor Stress-induzierten, insbesondere vor UVB-
induzierten Zellschaden schiitzen kann. Eine der wichtigsten in vivo Schadigung, die durch
UVB-Strahlung verursacht wird, ist die Immunsuppression, die in Kombination mit den
mutagenen Eigenschaften des UVBs zur Ausbildung von Hautkrebs fiihren kann (6). So sollte
im Rahmen dieser Dissertationsarbeit geklart werden,

1. ob die Taurinkonzentration in der Haut mit der Empfindlichkeit gegentber UVB-induzierter
Immunsuppression in Zusammenhang steht und

2. wenn ja, auf welcher molekularbiologischen Ebene schiitzende Eigenschaften durch Taurin
vor der UVB-induzierten Immunsuppression festzustellen sind.

V.1. Die Haut der Taurintransporter-defizienten Maus

Um diesen offenen Fragen nachzugehen, stand fur die Untersuchungen ein einzigartiges Gen-
defizientes Mausmodell zur Verfigung: die Taurintransporter (taut)-defiziente Maus. Dieses
transgene Mausmodell besteht aus homozygoten taut-defizienten (taut —/-), heterozygoten taut-
defizienten (taut +/-) und taut Wildtyp (taut +/+) Tieren.

Zwar ist bekannt, dass bei den taut —/— Tieren der Tauringehalt in einer Reihe von Organen im
Vergleich zu den taut +/+ Tieren stark reduziert ist (siehe Einleitung 1.2.2. Die Taurintransporter-
defiziente Maus), jedoch war bislang unbekannt, wie sich das Fehlen eines funktionsfahigen
Taurintransporters auf Hautzellen auswirkt. Daher wurde zunéchst die Konzentration von Taurin
in der Haut der drei taut Maus-Genotypen untersucht, um sie miteinander zu vergleichen und zu
klaren, ob hier ein signifikanter Unterschied festzustellen ist. Die eingesetzte Methode der *H
NMR-Spektroskopie erlaubte es auRerdem einen Grof3teil der anderen organischen Solute der
Hautzellen zu bestimmen, sodass Konzentrationsanderungen anderer organischer Substanzen
infolge eines Taurinmangels detektiert werden konnten.

Wie aus Tabelle V.1 abgeleitet werden kann, macht der Taurinlevel in der Haut von normalen
Wildtyp-Mausen, den taut +/+ Tieren, etwa 24% des gesamten Gehaltes an organischen
Substanzen aus, die mithilfe der *H NMR-Spektroskopie gemessen wurden. Damit ist Taurin
das haufigste organische Solut in der Haut der taut +/+ Tiere, gefolgt von Laktat mit 19% und
Glycin mit 14%. Der hohe Tauringehalt in der Haut lasst vermuten, dass das organische
Osmolyt eine grof3e Bedeutung fur die Integritat und Funktion der Hautzellen hat.

Wie man der Literatur entnehmen kann, ist Taurin nicht gleichmaRig in den Hautschichten
verteilt. Immunhistochemische Analysen von Hautschnitten aus Ratten, Hunden und dem
Menschen zeigten, dass Taurin in hohen Mengen in der Epidermis und hier inbesondere im
auferen Stratum spinosum und Stratum granulosum vorkommt, wéahrend in der Dermis
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schwéachere Farbungen in Endothelzellen des Kapillarsystems, einigen Fibroblasten und Zellen
der Schweil’drisen gefunden wurden und die Hornzellen der Epidermis frei von Taurin waren
(182;228).

Das Fehlen des Taurintransporters TAUT filhrte zu einer drastischen Reduktion des
Tauringehaltes in der Haut von taut —/— Mausen von urspriinglich 24% des Gesamtgehaltes an
organischen Molekiilen bei den taut +/+ Tieren auf lediglich 1,5% (Abb. IV.1. und Tabelle I1V.1.).
Dieser Verlust wird durch die Aufkonzentrierung anderer organischer Molekiile, in besonderem
MaRe von Glutamin von normalen 5% auf 10%, von Glutamat von normalen 7% auf 13% und
Betain und Carnitin von normalen 0,5 bzw. 0,3% auf 2,1% ausgeglichen, sodass die Summe
aller gemessenen organischen Molekiile in der Haut von taut —/— Mausen und taut +/+ Tieren
gleich bleibt und damit auch die Osmolaritdt auf Basis der organischen Substanzen. Ein
ahnlicher Ausgleich wurde auch bei den taut +/— Mausen festgestellt, wenngleich der
Taurinverlust auf 17% des Gesamtgehaltes an organischen Molekilen weniger stark und damit
auch der Ausgleich moderater war (Tabelle 1V.1).

Einen Taurinmangel durch die Aufkonzentrierung anderer organischer Substanzen
auszugleichen und damit die Summe an organischen Substanzen, welche die
Gesamtosmolaritat der Zelle mitbestimmen, konstant zu halten, ist dabei nicht nur auf die Haut
beschrankt. '"H NMR-Spektroskopiemessungen des Herzmuskels und der Skelettmuskulatur in
demselben taut-defizienten Mausmodell zeigten, dass der Herzmuskel den Taurinverlust auf
vergleichbare Weise wie die Haut kompensiert, indem ebenfalls organische Molekile wie
Glutamin/Glutamat, Alanin, Acetat und Glycin aufreguliert waren (213). Im Gegensatz dazu
wurde der Taurinmangel in der Skelettmuskulatur jedoch nicht ausgeglichen. Die Folge waren
Funktions- und Leistungsverluste der Skelettmuskulatur sowohl bei jungen als auch alten taut —
/- Tieren verglichen mit taut +/+ Tieren, wohingegen die Herzfunktionen bei den taut —/—
Mausen im Normbereich lagen.

Die Ergebnisse der 'H NMR-Spektroskopie-Messungen der vorliegenden Studie zeigten
deutlich, dass das Fehlen eines funktionalen Taurintransporters zu einer drastischen
Taurinreduktion in der Haut fihrte, wobei die Gesamtosmolaritdt auf Basis der organischen
Solute, die Uber die 'H NMR-Spektroskopie gemessen wurden, unbeeinflusst blieb. In
Zusammenhang mit den makroskopischen Beobachtungen der Haut der taut —/— M&use (in
dieser Arbeit nicht dokumentiert), die keinerlei sichtbaren Unterschiede zu den taut +/+ und taut
+/— Tieren aufwiesen, ist davon auszugehen, dass die wichtigsten Grundfunktionen der
Hautzellen erhalten sind. Unter normalen Bedingungen scheint die Fahigkeit, ein osmolytisches
Gleichgewicht auf Basis organischer Substanzen in der Haut aufrecht zu erhalten, bei den taut
—/— Mé&usen unter ihrem starken Taurinmangel nicht eingeschrénkt zu sein. Mit diesem Befund
eignete sich dieses transgene Mausmodell in idealer Weise dazu, eventuelle protektive Effekte
von Taurin vor UVB-induzierten Schadigungen in vivo wie der UVB-induzierten
Immunsuppression zu studieren.
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V.2. Hohere Empfindlichkeit gegenuber UVB-induzierter Immunsuppression
durch Taurinmangel

Trotz der unveranderten Osmolaritat der Haut von taut —/— Mausen auf Basis der gemessenen
organischen Substanzen resultierte der starke Mangel des normalerweise hoch konzentrierten
Taurins in einer geringeren Stressresistenz, was sich an einer hdheren Empfindlichkeit
gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression beobachten liel3 (Abb. 1V.2. A — D). Die hdhere
UVB-Empfindlichkeit zeigte sich vor allem darin, dass eine signifkante Suppression der
Kontaktsensibilisierung bei taut —/— Tieren bereits durch eine niedrige UVB-Dosis (100 mJ/cm?)
hervorgerufen wurde, die weder bei taut +/+ noch bei taut +/— Tieren einen signifikanten
Einfluss hatte. Bei mittleren UVB-Dosen (200 mJ/cm?) konnte allerdings auch bei den taut +/+
und taut +/— Mausen signifikante Immunsuppression beobachtet werden. Dennoch ist zu
beachten, dass die taut —/— Tiere starker auf die UVB-Behandlung bei der mittleren Dosis von
200 mJ/cm? reagierten als die beiden anderen Maus-Genotypen. Bei der hdchsten UVB-Dosis
(400 mJ/cm?), die hier angewendet wurde, verschwanden die Unterschiede zwischen den drei
taut Genotypen. Weiter sei darauf hingewiesen, dass die Hohe des Taurinspiegels in der Haut
offenbar konzentrationsabhangig die UVB-Empfindichkeit beeinflusst. Beim Vergleich der
Ergebnisse der taut +/— Tiere mit denen der taut +/+ M&ause ergibt sich zwar kein statistisch
signifikanter Unterschied in der Starke der UVB-induzierten Immunsuppression, die
Suppression lag aber dennoch immer etwas Uber der, welche bei den taut +/+ Mausen
gemessen wurde (Abb. 1V.2. D). Aus diesen Befunden lasst sich ableiten, dass ein Schutz vor
UVB-bedingten Hautschaden umso besser und effektiver ist, je ndher am physiologischen
Normbereich der Taurinspiegel in der Haut ist.

Dieses Ergebnis zeigt erstmalig, dass die Starke des Taurinmangels mit der Induzierbarkeit
einer Immunsuppression durch UVB eng korreliert und ein physiologischer Taurinstatus
schiitzende Wirkung vor der UVB-induzierten Immunsuppression besitzt. Dabei ist
hervorzuheben, dass der schiitzende Effekt von Taurin offensichtlich nicht unbegrenzt ist, da
hohe UVB-Dosen auch in M&usen mit gutem Taurinstatus letztlich zur Immunsuppression
fuhrten. Gleichzeitig zeigte sich hierbei, dass die taut +/+ und taut +/— Tiere ebenfalls abhangig
von der Dosis sensibel auf UVB-Bestrahlung reagierten und nicht grundsatzlich resistent
gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression waren. Im Vergleich zu Mausen des Stammes
C57BI/6, die, wie aus der Literatur zu entnehmen ist, eine signifikante Reduktion der
Kontaktsensibilisierung bereits bei der niedrigen UVB-Dosis von 100 mJ/cm® aufweisen (218)
und zu den Mausstdmmen mit hoher UVB-Sensibilitat zahlen (166), sind die taut +/+ und taut
+/— Tiere weniger sensibel gegeniiber den immunsuppressiven Effekten des UVBs, da eine
signifikante Reduktion nur durch héhere UVB-Dosen erreicht wurde. Da bekannt ist, dass der
genetische Hintergrund von Mausen die Empfindlichkeit gegeniber UVB-induzierter
Immunsuppression bestimmt (166), kénnte die abweichende UVB-Empfindlichkeit der taut +/+
Tiere von den C57BI/6 Mausen durch den unterschiedlichen genetischen Hintergrund
verursacht werden. Die in dieser Arbeit untersuchten taut Tiere besitzen keinen reinen C57BI/6
Hintergrund, sondern eine Mischung aus den Mausstammen C57BI/6 und 129/SvJ. Der starke
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Taurinmangel bei den taut —/— Tieren fiihrt zu einer héheren UVB-Empfindlichkeit dieses
Maustammes.

Aufgrund der kompensatorischen Effekte in der Haut der taut-defizienten Mé&use, ist eine
einfache Veranderung des osmolytischen Gleichgewichts an organischen Substanzen
héchstwahrscheinlich nicht verantwortlich fur die in dieser Arbeit beobachteten Phénomene auf
Ebene der UVB-Empfindlichkeit. Die in diesem Versuch gemachten Beobachtungen legen die
Vermutung nahe, dass Taurin in der Haut eine einzigartige Schutzfunktion gegeniber UVB-
Schéadigungen besitzt, die offensichtlich nicht durch andere organische Molekile, wie
beispielsweise osmolytisch aktive Aminosauren wie Alanin, Glutamin und Glycin oder
Methylaminen wie Betain, ausgeglichen werden kénnen.

V.3. Suche nach der molekularen Ursache

Dem neuartigen Befund, dass der Taurinstatus der Haut die Empfindlichkeit gegeniber UVB-
induzierter Immunsuppression beeinflusst, folgte die Suche nach den zugrundeliegenden
Mechanismen.

V.3.1. DNS-Schaden

Die DNS hat ihre Absorptionsmaxima zwischen 230 — 300 nm, sodass sie nicht nur ein ideales
Chromophor fiir UVC-Strahlung, sondern auch fur UVB-Strahlung ist (128). Bei der Absorption
von UVB-Strahlung entstehen im DNS-Molekil Cyclobutanpyrimidindimere (CPD) als eines der
haufigsten Photoprodukte (221;229). Bereits seit den spaten 1980er Jahren kennt man den
Zusammenhang zwischen der Bildung von CPD und der UVB-induzierten Immunsuppression,
und man erkannte in einer Reihe von Studien, dass die CPD eine primére und direkte Ursache
dieses UVB-verursachten Effekts sind (126;135;136). Als zellularen Mediator identifizierte man
vornehmlich die LZ, denn es wurde mehrfach beobachtet, dass UVB-Bestrahlung die
Antigenprasentation in diesen Zellen stark reduzierte (134-136), aller Wahrscheinlichkeit nach
Uber die gehemmte Expression des kostimulatorischen Molekils ICAM-1 (113;126;137). So
fand man heraus, dass eine Steigerung der DNS-Reparatur sowohl die UVB-induzierte
Immunsuppression als auch die UVB-induzierte Reduktion des ICAM-1 aufheben konnte
(113;126). Da aber auch auch die DNS der Keratinozyten durch UVB-Strahlung geschadigt
wird, kénnen sie Uber ihr verandertes Zytokinmuster ebenfalls die Antigenprasentation der LZ
verandern und Einfluss nehmen auf die Auspragung von Immunantworten (80;82;83;86;87).

Da DNS-Schaden durch UVB-Strahlung im Allgemeinen als primére Ursache fur die Ausbildung
von Immunsuppression gelten (126;135), sowie eine eingeschrankte Reparaturkapazitat von
UV-bedingten DNS-Schaden sowohl beim Menschen als auch bei Mausen die UVB-
Empfindlichkeit steigert (171;172), wurde gepruft, ob der h6heren UVB-Empfindlichkeit der taut
—/- Mause starkere Schadigungen der DNS in Form von CPD-Bildungen zu einem frithen und
einem spaten Zeitpunkt zugrunde liegen. Ein Zusammenhang zwischen Taurinmangel in der
Haut und erhohten UVB-induzierten DNS-Schéden konnte jedoch im taut-defizienten
Mausmodell nicht bestétigt werden (Abb. 1V.3.) und ist daher aller Wahrscheinlichkeit nach
auszuschlieBen. Da die Menge an UVB-induzierten CPD sich sowohl 6 als auch 24 Stunden
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nach der UVB-Behandlung zwischen den drei Maus-Genotypen nicht unterschied, ist zudem
auch davon auszugehen, dass der Taurinlevel die Reparaturkapazitat von UVB-induzierten
DNS-Schaden in Hautzellen nicht beeinflusst. Zudem scheint der hier untersuchte Mausstamm
insgesamt UVB-induzierten DNS-Schaden nur langsam oder verzdgert zu reparieren, da bei
keinem der drei taut Maus-Genotypen 24 Stunden nach der UVB-Behandlung eine signifikante
Abnahme der DNS-Schéaden gegenuber den nach 6 Stunden gemessenen UVB-induzierten
DNS-Schaden festgestellt werden konnte. Dagegen zeigten Studien am ebenfalls UVB-
sensiblen Mausstamm C3H/HeN, dass dieser bereits 16 Stunden nach UVB-Bestrahlung DNS-
Schéaden deutlich reduzierte (223).

V.3.2. Membranschaden

Da die Untersuchung zu UVB-induzierten DNS-Schéden keine Korrelation zum Taurinstatus
ergab, wurde die Ursache fir die leichtere Induzierbarkeit eines immunsupprimierten Status
durch UVB bei Taurinmangel daher auf anderer molekularbiologischen Ebene gesucht.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt wurde, ist eine DNS-Schadigung durch UVB nicht die
einzige primare molekulare Ursache fir die Entstehung von UVB-induzierter
Immunsuppression. Auch Verdnderungen an der Zellmembran als frihe UVB-induzierte
Schadigung kénnen die Ausbildung eines immunsupprimierten Status zur Folge haben.
Walterscheid und Kollegen schlugen vor, dass Membranlipide moglicherweise durch UVB-
induzierte ROS attackiert werden und so (ber Lipidperoxidation die Freisetzung des
Lipidmediators PAF bzw. PAF-dhnlicher Lipide verursachen, was in Folge die Auspragung
immunsuppressiver Zytokine nach sich zieht (92). Sie fanden, dass sowohl UVB-Bestrahlung
als auch PAF bei einer murinen Keratinozytenlinie die intazellularen mRNS-Level von COX-2
und dem immunsuppressiven Zytokin IL-10 steigerten (92). AulRerdem beobachteten sie in vivo,
dass ahnlich der UVB-Bestrahlung intraperitoneale (i.p.) Injektionen mit einem metabolisch
stabilen PAF (Carbamyl-PAF, cPAF) sowie Injektionen von Phosphatidylcholin aus Eigelb, das
unter  Sauerstoffatmosphdre in  vitro mit UVB bestrahlt worden war, die
Uberempfindlichreitsreaktion vom verzégerten Typ gegen Candida albicans-Antigene bei
Mausen supprimierten. Die Suppression durch cPAF, UVB-bestrahltes Phosphatidylcholin als
auch durch UVB konnten sie durch i.p. Injektionen verschiedener PAF-Rezeptor-Antagonisten,
die eine Aktivierung des PAF-Rezeptors blockieren, oder eines COX-2-Inhibitors aufheben.
Anhand dieser Ergebnisse postulierten sie, dass UVB-Bestrahlung zur Bildung von PAF oder
PAF-ahnlichen Lipiden fihrt, vermutlich Gber ROS, die eine oxidative Fragmentierung des
Membranlipids Phosphatidylcholin bewirken, woraufhin durch PAF-Rezeptoraktivierung eine
immunmodulatorische Zytokinkaskade Uber PGE,, IL-4, IL-8 und IL-10 in Gang gesetzt wird, die
am Ende in einer Suppression von Th1l-Immunantworten resultiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Disserationsarbeit bestatigen, dass der Lipidmediator PAF
eine wichtige Rolle bei der Initiierung der UVB-induzierten Immunsuppression spielt. Mithilfe
des taut-defizienten Mausmodells wird hier die Aminosulfonsdure Taurin erstmals als
entscheidender Regulator dieses Prozesses vorgestellt. Denn im taut-defizienten Mausmodell
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zeigte sich interessanterweise, dass primare Keratinozyten von taut —/— Mausen in vitro auf
UVB-Bestrahlung mit der Freisetzung von PAF zwischen 10 bis 30 Minuten nach der
Behandlung reagierten, die Zellen der taut +/+ Tiere reagierten in diesem Zeitraum dagegen
jedoch nicht und Keratinozyten von taut +/— Tieren in nur geringem MaRe (Abb. 1V.4.). 10
Minuten nach UVB-Bestrahlung wiesen die epidermalen Keratinozyten von taut —/— Mausen
eine etwa 1,6-fache PAF-Induktion auf, die 30 Minuten nach der Behandlung sogar noch auf
eine 1,8-fache PAF-Induktion anstieg. Wenngleich in viel geringerem Maf3e und statistisch nicht
signifikant gegenuber den Werten der taut +/+ Keratinozyten, wiesen die Keratinozyten der taut
+/— Tiere eine ahnliche Zeitkinetik auf wie die Zellen der taut —/— Mause, denn die 1,1-fache
PAF-Induktion 10 Minuten nach der Behandlung stieg auf eine 1,3-fache PAF-Freisetzung 30
Minuten nach UVB-Exposition. Dieser Befund war ein erster wichtiger Hinweis auf eine
maogliche regulatorische Rolle von Taurin in UVB-induzierten Membranschadigungen. Der erste
Messzeitpunkt des PAF wurde nach 10 Minuten gewahlt, da Literaturdaten Ubereinstimmend
zeigen, dass humane Keratinozyten als auch KB Zellen nach Stimulierung um diesen Zeitpunkt
ihr Maximum aufwiesen (226;227). Mit dem zweiten Messpunkt 30 Minuten nach UVB-
Bestrahlung wurde der weitere kinetische Verlauf der PAF-Freisetzung aus den Keratinozyten
der taut Mause kontrolliert.

Zellen, die PAF freisetzen, verfiigen nicht Uber vorréatiges PAF, sondern synthetisieren PAF,
indem in einem ersten enzymatischen Schritt aktivierte Phospholipase-A, den
Arachidonsaurerest an der sn-2-Position des Membranlipids Phosphatidylcholin schneidet,
woraufhin  in  einem zweiten  Schritt  1-O-Alkyl-2-Lyso-sn-Glycero-3-Phosphocholin-
Acetyltransferase den Acetylrest von Acetyl-CoA an die freie Hydroxyl-Stelle Ubertragt. Diesen
Syntheseweg bezeichnet man als ,Remodelling*. Uber oxidative Fragmentierung von
Phosphatidylcholin am ungeséttigten Alkylrest durch beispielsweise ROS kénnen aber auch auf
nichtenzymatische Weise sogenannte PAF-ahnliche Phospholipide entstehen (230). Wie PAF
selbst kdnnen solche PAF-&hnlichen Lipide aufgrund sehr &hnlicher Bindungsstellen, namlich
einer sn-1-Etherbindung, einem kurzen sn-2-Rest und der Phosphocholin-Kopfgruppe am
Glycerol-Gerust gute Liganden und Agonisten fiir den PAF-Rezeptor sein und diesen aktivieren
(231) (Abb. V.1.). PAF-Rezeptoraktivierung lost verschiedene biochemische Prozesse aus, wie
den Phosphoinositid- und Arachidonsauremetabolismus, intrazelluldre Kalziuménderungen und
die Phosphorylierung von Proteinen (232) (Abb. V.2.).

In der Haut pragen hauptséchlich die Keratinozyten einen funktionellen PAF-Rezeptor aus,
wahrend der PAF-Rezeptor in dermalen Fibroblasten nicht oder nur in sehr geringem Mal3e
gefunden wurde (233). Interessanterweise wurde in vollig unabhangigen Studien und
Versuchsansatzen beschrieben, dass die Aktivierung von ,Extracellular signal-regulated kinase
(ERK)* und p38 MAPK Signalwegen in epidermalen Zellen sowohl durch UVB-Bestrahlung
(175) als auch Uber PAF-Rezeptoraktivierung (234) ausgeltst werden kann, was wiederum zur
Synthese von immunsuppressiven loslichen Faktoren fuhrt, wie noch mehr PAF durch eine
positive Rickkopplungsschleife tUber aktivierte Phospholipase A,, PGE, aufgrund von erh6htem
COX-2-Level als auch IL-6, IL-8 und IL-10 (92;226;235).
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Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Kinetik der PAF-Freisetzung primarer Keratinozyten
von taut —/— und taut +/— Mausen lie3e sich folgendermaRen erklaren: Die UVB-Behandlung
bewirkt vermutlich Uber ROS eine oxidative Fragmentierung des Zellmembranlipids
Phosphatidylcholin, sodass PAF-dhnliche Lipide freigesetzt werden. Dieser Schritt verlauft
unmittelbar nach der UVB-Bestrahlung und reprasentiert grofdtenteils die gemessene PAF-
Freisetzung nach 10 Minuten. Diese aktivierten dann den PAF-Rezeptor, sodass uber die
beschriebene positive Ruckkopplungsschleife auf enzymatischem Weg weiteres PAF
freigesetzt wird, das zu dem spéateren Zeitpunkt (30 Minuten nach Behandlung) zusétzlich
detektiert wurde. Der Nachweis verschiedener PAF-Spezies lag unterhalb des
Aufldsungsvermdgens der in dieser Arbeit eingesetzten Messtechnik (HPTLC). Weiterfiihrende
Kinetikstudien koénnten der Frage nachgehen, ob die PAF-Induktion in den epidermalen
Keratinozyten der taut —/— Mause durch UVB nach 30 Minuten noch weiter steigt oder abfallt
und ihr Maximum bei 30 Minuten erreicht ist.

Diese Befunde deuten auf einen Zusammenhang zwischen den Signalen, die durch UVB
verursacht werden, und der PAF-Rezeptoraktivierung hin. Diese Verbindung konnte das
Freisetzen von PAF-ahnlichen Molekilen aus der Zellmembran von UVB-bestrahlten
Keratinozyten sein, was in Folge die Aktivierung des PAF-Rezeptors und in weiterer Folge die
Aktivierung von ERK und p38 und die Aufregulierung der beschriebenen loslichen Faktoren
hervorruft. Die Beteiligung von PAF an UVB-induzierten Effekten wird zudem durch eine weitere
Studie unterstitzt, die zeigt, dass die Ausprdgung des PAF-Rezeptors die UVB-induzierte
Apoptose in humanen epidermalen Zellen beginstigt, wéhrend ein Fehlen des Rezeptors die
Anfalligkeit der Zellen gegeniiber dem UVB-induzierten Zelltod herabsetzt (225).

Phosphatidylcholin

(]’:}— Cholin

(o]

Enzymatisch:
»Remodelling*

Nichtenzymatisch:
Oxidative Fragmentierung

PAF

PAF-éhnliche Lipide

Abbildung V.1. Enzymatische und nichtenzymatische Generierung des Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF) und
PAF-ahnlicher Lipide. Die dunklen Schattierungen markieren die Bindungsstellen fir den PAF-Rezeptor. Modifiziert
nach S. M. Prescott et al., Annual. Review of Biochemistry, 2000, 69: 419 — 445,
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V.3.3. Veranderte Genexpression

Da insbesondere das von den Keratinozyten sezernierte IL-10 ein entscheidender l6slicher
Faktor in der UVB-induzierten Immunsuppression ist (87) und zudem der oben beschriebene
Zusammenhang zwischen UVB-induzierter PAF-Rezeptoraktivierung und IL-10-Freisetzung
bekannt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit die IL-10-Expression bei den epidermalen
Keratinozyten der drei taut Maus-Genotypen untersucht, um einen eventuellen Zusammenhang
zur UVB-induzierten PAF-Freisetzung zu detektieren. Im Rahmen dieser Dissertation wurde die
Expression der IL-10 mRNS mithilfe der Real-Time PCR gemessen, da dies eine sensitive
Messmethode ist, mit der auch niedrige Expressionsunterschiede detektiert werden kénnen.
Wie aus Literaturdaten zu entnehmen ist, entspricht die Hohe der IL-10 mRNS-Expression bei
murinen Keratinozyten der sezernierten IL-10 Proteinmenge (87).

Die Untersuchungen zur UVB-induzierten IL-10 Expression in den primdren epidermalen
Keratinozyten von taut —/— und taut +/+ Mausen Kkorrelierten in der Tat eng mit den
beobachteten PAF-Freisetzungen, was auf eine mdgliche Aktivierung des PAF-Rezeptors in
den taut —/— Keratinozyten schlie3en lie3. Die UVB-Bestrahlungen bei den Zellen der taut —/—
Tiere flhrten bereits zu frihen IL-10-Induktionen und waren zudem in der Starke abhangig von
der verabreichten UVB-Dosis (Abb. IV.5. A, B). Im Gegensatz dazu induzierte UVB in den
Keratinozyten der taut +/+ Tiere erst zu einem spéten Zeitpunkt eine deutliche IL10-Expression,
die zudem dosisunabhéngig war. Dieses Ergebnis kann bedeuten, dass UVB-Bestrahlung in
den Keratinozyten der taut —/— Mause eine IL-10-Expression Uber die Freisetzung von PAF oder
PAF-ahnlichen Molekilen und folglich eine PAF-Rezeptoraktivierung auslést, wahrend UVB bei
den taut +/+ Zellen eine deutlich schwachere IL-10-Induktion bewirkt, die zudem unabhangig
von einer PAF-Generierung scheint.

Die schnellere und dosisabhangige IL-10-Induktion nach UVB-Bestrahlung bei den taut —/—
Keratinozyten kann ein Schliisselmechanismus fiir die héhere Empfindlichkeit der taut —/—
Méause gegenlber UVB-induzierter Immunsuppression sein. Der zentrale Wirkmechanismus
des IL-10 ist moglicherweise die Beeinflussung der Antigenpréasentationskapazitét von LZ, unter
anderem indem die IL-12 Freisetzung unterbunden ist. IL-12 ist jedoch das zentrale Zytokin,
das fur die Aktivierung einer inflammatorischen Immunreaktion von entscheidender Bedeutung
ist (106). Enk und Kollegen zeigten, dass mit IL-10 vorbehandelte LZ zwar die Proliferation von
naiven Th2-Zellen unterstiitzten, aber nicht in der Lage waren, eine Proliferation in naiven Thl-
Zellen auszulésen, sondern im Gegenteil, in diesen sogar klonale Anergie hervorgerufen wurde
(78). Mit Hilfe von aktivem IL-12, das unter normalen Umstanden von DZ nach Antigen-bzw.
Haptenkontakt produziert wird (106), aber auch von Keratinozyten stammen kann (236), lasst
sich die UVB-induzierte Hemmung einer Kontaktsensibilisierung aufheben (237), sowie eine
unzureichende Prasentation von Tumorantigenen der LZ verhindern (123), sodass die Gefahr
einer Tumorgenese gemindert werden kann. Das bedeutet, dass eine Veranderung des UVB-
induzierten IL-10/IL-12-Verhaltnisses die UVB-induzierte Suppression von Thl-Antworten
beeinflussen kann (238).

Zudem wurde beobachtet, dass mit IL-10 behandelte DZ das Oberflachenmolekil B7.2 (CD86)
nach Stimulation nicht aufregulierten und gleichzeitig ihre Fahigkeit verloren, CD4" T-Zellen zu
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stimulieren (239). Aufgrund der fehlenden kostimulatorischen Molekiile geht UVB-exponierten
LZ die Kapazitat zur Antigenprasentation, Kommunikation mit naiven T-Zellen und die Induktion
von Thl-Antworten verloren (240). In einem UVB-unabhéngigen System wurde aul3erdem
beobachtet, dass mit IL-10 behandelte DZ klonale Anergie in CD8" tumorspezifischen T-Zellen
bewirken, sodass die Tumorabstof3ung nicht mehr hinreichend erfolgen kann (241). IL-10 wird
inzwischen als der wichtigste Mediator des Th1/Th2-Wechsels betrachtet (78;239).
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Abbildung V.2. Der zellmembranassoziierte PAF-Rezeptor besitzt sieben Transmembrandoménen und mehrere
Serin- und Threoninreste als mégliche Phosphorylierungsstellen im intrazelluléren Bereich. PAF-Bindung erfolgt iiber
die extrazellularen Doménen. An der Signalweiterleitung zwischen dem Rezeptor und den Second-Messengern
Inositol-1,4,5-Triphosphat (Inositol P3) und Diacylglycerol sind Guaninnukleotide(GTP)-bindende Proteine (G-
Proteine) beteiligt. Obwohl bekannt ist, dass der PAF-Rezeptor mit den Effektorproteinen Phospholipase A2 (PLA2),
welches den Arachidonsdurerest vom Phosphatidylcholin  schneidet, und Phospholipase C (PLC), das
Phosphatidylinositol spaltet, Gber G-Proteine verbunden ist, sind die G-Proteine bislang nicht genauer charakterisiert.
PAF-Rezeptoraktivierung fiihrt in epidermalen Zellen zur Aktivierung von ERK und p38 MAPK Signalwegen. Das
Schema ist modifiziert nach W. Chao und M. S. Olson, Platelet-activating factor: receptors and signal transduction,
Biochemical Journal, 1993, 292: 617 — 629.
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Im Gegensatz zu antigen-induzierten Uberempfindlichkeitsreaktioen vom verzdgerten Typ, die
durch CD4" T-Zellen (Th1) vermittelt sind, sind bei Kontaktsensibilisierungen, die durch starke
Haptene wie das in dieser Arbeit eingesetzte DNFB hervorgerufen werden, oligoklonale CD8"
T-Effektorzellen (Tc1) die Hauptakteure (242). Neben der Aktivierung von CD8'T--Effektorzellen
werden bei DNFB-vermittelter Kontaktsensibilisierung allerdings auch CD4" T-Zellen induziert.
Studien an MHC | und MHC Il Knockout-Mausen und MHC I/MHC 1l Doppelknockout-Mausen
zeigten unterschiedliche Auspragungen der Kontaktsensibilisierung durch DNFB. Sowohl MHC |
als auch die MHC I/MHC 1l Doppelknockout-Mause, die beide einen drastischen Mangel an
CD8" T-Zellen aufweisen, konnten keine Immunantwort auspragen. Dagegen wiesen MHC ||
defiziente Tiere, denen CD4" T-Zellen fehlen, eine deutlich starkere Auspragung der
Kontaktsensibilisierung auf als normale Kontrollméuse, was auf regulatorische Eigenschaften
der CD4" T-Zellen hindeutet (242). Diese Annahme wurde durch Folgeexperimente weiter
unterstiitzt (44;243), so dass man heute davon ausgeht, dass bei hapten-vermittelten
Kontaktsensibilisierungen die induzierten CD8" T-Zellen die Rolle der Effektorzellen spielen,
wéhrend die CD4" T-Zellen kontrollierende, regulatorische Aktivitaten ausiiben (244).

Da demnach in der hapten-vermittelten Kontaktsensibilisierung, die in der vorliegenden Arbeit
im Ohrschwellungstest gemessen wurde, sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen beteiligt sind,
hat das IL-10 eine zentrale Bedeutung in der Auspragung und Starke der Immunreaktion. In
Folge kdnnten die LZ, die den Ergebnissen zufolge (Abb. IV.5. A, B) insbesondere bei den taut
—/— Mausen moglicherweise unter starkem IL-10-Einfluss stehen, neben einer Anergie bei den
CD8" T-Effektorzellen die Induktion von CD4" regulatorischen T-Zellen begiinstigen, wodurch
eine Kontaktsensibilisierung zusatzlich unterdriickt werden kann. Demnach ware eine
Untersuchung des Phéanotyps und Aktivitdtsmusters der LZ der in dieser Arbeit untersuchten
taut-defizienten Maus im Zusammenhang mit der beobachteten héheren Empfindlichkeit der
taut —/— Tiere (Abb. IV.2.) ein weiteres interessantes Untersuchungsprojekt. Leider war dies im
zeitlichen Rahmen dieser Dissertationsarbeit nicht durchfihrbar. Es wéare jedoch lohnenswert,
dieses Thema im Anschluss eingehender zu studieren und die hier aufgestellten hypothetischen
Zusammenhange zu Uberprifen.

Dem PAF bzw. der PAF-Rezeptoraktivierung Uber MAPK Signalwege nachgeschaltet ist
allerdings nicht nur die Induktion des immunsuppressiven Zytokins IL-10, auch die PGE,-
Produktion wird offenbar angeregt (Abb. V.2.). Ein Zusammmenhang zwischen PAF-
vermittelten biochemischen Effekten und dem Arachidonséauremetabolismus wurde mehrfach
beschrieben (232). Beim zuvor erwdhnten ,Remodelling“-Syntheseweg des PAF wird durch die
Aktivitat der Phospholipase A, aus dem Phosphatidylcholin die Arachidonséaure, die an der sn-2
Position des Glycerolgerist héngt, freigesetzt (234). Im Cyclooxygenase-Pfad konnen
anschlieBend dann aus der Arachidonsaure Prostaglandine wie PGE, generiert werden. An
diesem Syntheseschritt ist das COX-2-Enzym entscheidend beteiligt.

In der Tat wurde die Verbindung zwischen PAF, PAF-Rezeptoraktivierung und PGE,-
Biosynthese auch in Keratinozyten beschrieben (226). Pei und Kollegen transduzierten den
PAF-Rezeptor in die humane epidermale Zelllinie KB, die normalerweise keinen PAF-Rezeptor
auspragt. Vergleichende Untersuchungen zwischen der PAF-Rezeptor-negativen und der PAF-
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Rezeptor-positiven Zelllinie zeigten, dass es nach Stimulierung mit cPAF in der PAF-Rezeptor-
positiven Zelllinie zur Biosynthese von PAF, zum Freisetzen von Arachidonséure, zum Anstieg
von COX-2 mRNS und Protein und neben IL-6 und IL-8 auch zur erh6éhten PGE,-Freisetzung
kommt, wahrend in den PAF-Rezeptor-negativen Zellen cPAF-Stimulierung ohne messbaren
Effekte blieb.

Eine Verbindung zwischen PGE, und der UVB-induzierten Immunsuppression wird deutlich,
indem man Arbeiten tber die immunmodulatorischen Effekte von l6slichen Faktoren und PGE,
kombiniert. So wurde gezeigt, dass UVB-Bestrahlung die Produktion von IL-1 in Keratinozyten
anregte (83;84), was die Synthese von PGE; in denselben Zellen steigerte (64). Eine direkte
Kette zwischen PAF, COX-2, PGE, und UVB-induzierter Immunsuppression wurde in den
Arbeiten von Shreedar und Kollegen und Walterscheid und Kollegen vorgestellt. Denn Shreedar
und Kollegen postulierten zunéchst eine UVB-induzierte Zytokinkaskade tber PGE,, IL-4 und
IL-10 mit immunsuppressiver Wirkung (235), und Walterscheid und Kollegen ergéanzten
anschlieBend den Anfang der Kaskade mit Hinweisen zur UVB-induzierten PAF-Freisetzung
und COX-2 Aufregulierung (92).

Demzufolge konnte neben der oben beschriebenen PAF-induzierten Aufregulierung des
immunsuppressiven Zytokins IL-10 auch PGE, als ein zusatzlicher loslicher Faktor mit
immunmodulatorischen Eigenschaften eine Rolle in der erhéhten UVB-Empfindlichkeit der taut
—/- Mause spielen. Messungen zur COX-2 mRNS nach in vitro UVB-Bestrahlungen von
primaren Keratinozyten aus taut —/— und taut +/+ Mausen ergaben zwar 3 — 4 fache COX-2-
Induktionen, die etwa 4 Stunden nach der UVB-Behandlung ihren Hohepunkt erreichten,
unterschieden sich jedoch weder in ihrer Zeitkinetik noch in ihrer Starke noch in ihrer
Dosisabhangigkeit bei den beiden Genotypen (Abb. IV. 5. C, D). Da Pei und Kollegen in ihrer
Arbeit eine Korrelation von COX-2 mRNS und Protein sowie der anschlieRenden PGE,-
Biosynthese beschrieben (226), scheint es unwahrscheinlich, dass der COX-2 mMRNS-
Expression auf gleichem Niveau in den epidermalen Zellen der taut —/— und taut +/+ Mause
trotzdem eine unterschiedliche PGE,-Synthese folgt. Daher ist eher davon auszugehen, dass
die starkere UVB-Empfindlichkeit auf Ebene der UVB-induzierten Immunsuppression bei den
taut —/— Tieren nicht auf einem hdheren PGE,-Level basiert, sondern in erster Linie auf eine
starkere IL-10-Expression zurickzufiihren ist.

V.3.4. Die Rolle des PAF-Rezeptors

Weitere in vivo Experimente an Mausen im Rahmen dieser Dissertationsarbeit, denen vor der
UVB-Bestrahlung ein PAF-Rezeptor-Antagonist injiziert wurde, bestéatigten die Rolle des PAF-
Signalwegs (Abb. 1V.6.). Hierbei zeigte sich, dass das Blocken des PAF-Rezeptors eine UVB-
induzierte Immunsuppression in den taut —/— Mausen, nicht aber in den taut +/— und taut +/+
Tieren verhinderte (Abb. IV.6. A — C). Mehrfache Injektionen des metabolisch stabilen cPAF
unterdrickten  jedoch  unabhéngig von der taut Ausprdgung signifikant die
Kontaktsensibilisierung (Abb.IV.6. A — C). Das zeigt zum Einen, dass alle drei taut Maus-
Genotypen responsiv auf den Lipidmediator reagieren kdnnen. Zum anderen lasst sich im
Vergleich mit den Ergebnissen von Walterscheid und Kollegen (92) ableiten, dass PAF eine
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allgemeine Rolle in zellvermittelten Immunreaktionen spielt. Denn wahrend in der vorliegenden
Arbeit der Einfluss von PAF auf lokale Immunreaktionen gegen das Hapten DNFB, also
Kontaktsensibilisierungen, getestet wurde, tUberpriften Walterscheid und Kollegen die Rolle von
PAF auf  systemische Immunreaktionen, das heif3t klassische Typ v
Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen Candida albicans-Antigene. Interessanterweise ergab
sich eine enge Kongruenz zwischen deren und den vorliegenden Ergebnissen: bei Walterscheid
und Kollegen unterdriickten einmalige PAF-Injektionen sowie einmalige Injektionen des PAF-
Rezeptor-Antagonisten  PCA-4248 eine  Stunde vor der UVB-Behandlung die
Uberempfindlichkeitsreaktionen in Mausen, wahrend in der vorliegenden Arbeit vier
aufeinanderfolgende Injektionen von PAF oder PCA-4248 im Abstand von 24 Stunden ebenfalls
jeweils eine Stunde vor den Bestrahlungen mit UVB eine Suppression der
Kontaktsensibilisierung hervorriefen.

Dass die UVB-induzierte Immunsuppression ausschlieB3lich in den taut —/— Mausen durch
Blocken des PAF-Rezeptors aufgehoben wurde, korreliert gut mit den Befunden zur UVB-
induzierten PAF-Generierung und IL-10-Auspragung in den taut Maus-Genotypen und bestatigt
eine zentrale Rolle PAF-Rezeptors und seines Liganden PAF in Mausen mit reduzierter
Taurinkonzentration in der Haut. Hieraus kann man schlussfolgern, dass die hdhere
Empfindlichkeit gegenuber UVB-induzierter Immunsuppression bei diesen Tieren mit einer
starken PAF-Freisetzung nach UVB-Exposition in enger Verbindung steht. Das freigesetzte
PAF kann dann zu einer Aktivierung des PAF-Rezeptors fuhren und Uber PAF-Rezeptor-
gekoppelte Signalwege am Ende die Expression des immunmodulatorischen IL-10 bewirken.
Da die UVB-induzierte Immunsuppression bei den taut —/— Mausen durch den PAF-Rezeptor-
Antagonisten vollstandig aufgehoben wurde, spielt die Freisetzung von PAF durch UVB und die
Aktivierung des PAF-Rezeptors bei den Tieren mit reduziertem Taurinlevel offenbar die
Hauptrolle, wahrend DNS-Schaden an der Auspragung der UVB-induzierten Immunsuppression
zumindest bei der in diesem Experiment eingesetzten mittleren UVB-Dosis scheinbar nicht
beteiligt sind. Mdglicherweise sind die taut —/— Tiere sogar weniger empfindlich gegeniber
UVB-induzierten DNS-Schéaden als Tiere mit gutem Taurinstatus. Die CPD-Messungen deuten
zumindest an, dass die UVB-induzierten DNS-Schaden durch die niedrige UVB-Dosis bei den
taut —/— Mausen mit einer 2-fachen CPD-Induktion leicht geringer sind als bei den taut +/+ und
taut +/— Tieren, die CPD-Induktionen von 2 bis 2,5-fach bzw. knapp 3-fach aufwiesen,
wenngleich der Unterschied statistisch nicht signifikant ist (Abb. IV.3.). Insgesamt scheinen
diese Induktionen an DNS-Schaden, welche durch die niedrige UVB-Dosis hervorgerufen
wurden, bei den taut Tieren nicht ausreichend zu sein, um zu einer Immunsuppression zu
fuhren, da die niedrige Dosis bei den taut +/— und taut +/+ Mausen zu keiner signifikanten
Unterdrickung der Kontaktsensibilisierung fuhrte (Abb. IV.2. A und B). Da die Induktion an
DNS-Schaden bei den taut —/— Tieren nach Bestrahlung mit der niedrigen UVB-Dosis sogar
noch leicht unterhalb der beiden anderen Genotypen lagen, ist zu vermuten, dass die
beobachtete Immunsuppression unter dieser UVB-Dosis bei diesen Tieren auch nicht durch die
CPD-Induktion verursacht wurde, sondern vermutlich durch Membranschadigungen wie die
PAF-Freisetzung.
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Im Gegensatz zu den taut —/— Tieren scheint die UVB-induzierte Immunsuppression bei den
taut +/— und taut +/+ Mausen, die nur durch mittlere und hohe UVB-Dosen induzierbar war,
unabhéngig von der Entstehung von PAF bzw. PAF-ahnlichen Lipiden und der PAF-
Rezeptoraktivierung zu sein. Die zugrundeliegenden Mechanismen in diesen Genotypen mit
gutem Taurinstatus mussten in weiteren Studien geklart werden. Moglicherweise beeinflussen
hier nicht in erster Linie Membranschadigungen, sondern starkere DNS-Schaden nach
Bestrahlung mit der mittleren UVB-Dosis oder andere primare UVB-Effekte wie beispielsweise
die Isomerisierung der Urokaninsdure oder eine Mischung aus beiden Effekten die Induktion
einer UVB-induzierten Immunsuppression in diesen Ma&ausen. Eventuell basiert die
Immunsuppression dieser Tiere auch auf einer PGE,-Synthese, die aber nicht Gber PAF,
sondern Uber eine cis-UCA-stimulierte Histaminfreisetzung aus Mastzellen aktiviert werden
kénnte (62). Mit Blick auf das IL-10 als wichtigster l6slicher Faktor fur die UVB-induzierte
Immunsuppression, kénnte es sein, dass bei den taut +/+ Mausen die erst verzégert in die Haut
einwandernden CD11b* Makrophagen die Hauptproduzenten fir IL-10 sind und nicht die
Keratinozyten, die den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge erst verspatet und nur in geringem
MaRe auf die UVB-Behandlung mit einer IL-10-Expression reagierten (Abb. IV.5. A, B). CD11b"
Makrophagen wurden von Kang und Kollegen als bedeutendste sekretorische Quelle fir
epidermales IL-10 in humaner Haut vorgeschlagen (91). Hammerberg und Kollegen bestétigten,
dass CD11b" Makrophagen auch in Mausen eine entscheidende Rolle in der Toleranzinduktion
durch UVB gegentber DNFB spielen (245). Anhand einer Folgestudie, in der sie Anti-CD11b-
Antikdrper einsetzten, beschrieben sie, dass eine Reduktion der CD11b"-Zellinfiltration die
UVB-induzierten Schéadigungen sowohl in den Keratinozyten als auch den APZ minimierte
(246). Spater zeigten Mittal und Kollegen, dass diese Zellen durch ihre H,O,-Produktion den
UVB-induzierten oxidativen Stress weiter ankurbeln (247). So sind die CD11b"-Makrophagen
mit ihrer IL-10- und H,O»-Freisetzung als ein weiterer wichtiger Zelltyp in der UVB-induzierte
Immunsuppression anzusehen.

Da UVB-Strahlung Hautzellen auf vielfaltiger Ebene mit Einfluss auf das Immunsystem
schadigt, ist es vorstellbar, dass der Endpunkt wie die Beeinflussung der Antigenprasentation
der LZ und die Induktion regulatorischer T-Zellen bei den drei taut Genotypen vergleichbar ist,
der Weg dorthin allerdings scheint sich zwischen den taut —/— M&usen, die unter Taurinmangel
stehen, und den taut +/— und taut +/+ Tieren, die einen guten Taurinstatus besitzen, zu
unterscheiden. Dass die taut —/— Mause keinen signifikanten Unterschied zu den taut +/+
Méausen in den UVB-induzierten DNS-Schéden aufwiesen, aber deren Keratinozyten nach UVB-
Bestrahlung mehr PAF freisetzten und IL-10 in grofRerem MalRRe sowie schneller und
dosishangig auspragten, unterstiitzt zum ersten Mal die Idee, dass Mause, die einen stark
reduzierten  Taurinspiegel in der Haut haben, anfalig sind fir starkere
Zellmembranschadigungen und eine veranderte Genexpression durch UVB-Strahlung.
Derartige Schéaden fuhren zur Freisetzung von PAF-ahnlichen Lipiden und PAF hauptséachlich
aus den epidermalen Keratinozyten, woraufhin die Signalwege des PAF-Rezeptors aktiviert
werden. In diesem Szenario schitzt dann das Taurin die Zellmembran der Hautzellen, wodurch
das Freisetzen von PAF-&ahnlichen Lipiden und PAF gehemmt wird.
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V.4. Moégliche molekulare Schutzmechanismen des Taurins

Welcher exakte molekulare/biochemische Mechanismus hinter den hier erstmals vorgestellten
protektiven Eigenschaften des Taurins vor einer UVB-induzierten Immunsuppression steckt, ist
allerdings unklar. Im Folgenden werden mégliche Mechansimen des Taurins bzw. die Folgen
des Taurinmangels, wie er bei den taut —/— Mausen festgestellt wurde, diskutiert, die eventuell
einen Einfluss auf die hier gemachten Beobachtungen der Empfindlichkeit gegeniiber UVB-
induzierter Immunsuppression haben kénnten.

V.4.1. Regulation des Hydratationszustands als kompatibles organisches
Osmolyt

Wie am Anfang der Diskussion beschrieben, fihrte ein Taurinmangel in der Haut bei den taut —
/- Mausen unter normalen Bedingungen zu keinen feststellbaren funktionellen
Einschrankungen. Der Taurinmangel wirkte sich dagegen aus, wenn die Tiere Stressoren wie
der UVB-Bestrahlung ausgesetzt wurden, und fiihrte zu einer héheren Empfindlichkeit
gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression. Es ist mdglich, dass die peroxidativen Effekte
der UVB-Strahlung die Membranpermeabilitét verandern, was in Folge aufgrund von Wasser-
und lonenstromen die Osmolaritat verandert, woraus Zellschwellung und weitere Schaden
resultieren konnen. So kann Taurin auch als organisches Osmolyt helfen, extreme
Osmolaritatsanderungen zu vermeiden, und so die Zelle vor Folgeschaden bewahren. Friihe
Studien Uber Taurin klassifizierten diese Aminosulfonsdure als kompatiblen organischen
Osmolyten. So wurde bereits 1982 von Yancey und Kollegen beschrieben, dass Taurin Teil
eines Osmolytsystems in vielen verschiedenen Organismen ist (248). Spater wurde die
osmolytische Eigenschaft des Taurins auch in Zellen hdherer Organismen beobachtet.
Warskulat und Kollegen identifizierten Taurin als wichtigen Osmolyten in den Kupfferzellen der
Leber von Ratten (203). Waren diese Zellen hyperosmotischem Medium ausgesetzt, stieg der
MRNS Level des Taurintransporters, wahrend hypoosmotisches Medium das Gegenteil
bewirkte. Zusétzlich zeigten sie, dass eine Lipopolysaccharid-stimulierte COX-2-Induktion durch
hyperosmotisches Medium signifikant erhéht wurde und Taurin diese erhéhte COX-2-Induktion
ebenso wie eine PGE,-Synthese reduzierte. Hieraus lie3 sich schlussfolgern, dass Taurin als
organisches Osmolyt nicht nur einfach den Hydratationszustand der Lebermakrophagen
reguliert, sondern gleichzeitig die Funktion der Immunzellen wie beispielsweise die
Eicosanoidproduktion beeinflussen kann.

Osmotisch abhéangige Regulierungen des Taurintransportes wurden in zwei unabhangigen
Studien auch fir humane Keratinozyten festgestellt. So beobachtete unsere Arbeitsgruppe,
dass nach hyperosmotischem Stress und nach UVB-Bestrahlung der Taurintransporter von
allen getesteten Osmolyttransportern die hdchste Induzierbarkeit in den humanen Keratinozyten
aufwies (181). Janeke und Kollegen fanden bei &hnlichen Behandlungen die gleichen
Regulierungen und zeigten weiterhin, dass Taurin die Apoptoserate nach hyperosmotischem
Stress und UVB-Bestrahlung in den Keratinozyten reduzieren konnte (182).

Auch aus der zuvor beschriebenen ungleichmaBigen Verteilung von Taurin in den
verschiedenen Hautschichten (siehe Diskussion V.1. Die Haut der Taurintransporter-defizienten
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Maus) wird angenommen, dass die starke Akkumulation von Taurin in den differenzierten und
langsam Kkeratinisierten Zellen des Stratum spinosums und granulosums entsprechend seiner
Funktion als organisches Osmolyt dem Erhalt des Hydratationszustandes dient, da in diesen
Schichten bereits Wasserreduktionen nachgewiesen wurden (249). Bei fortschreitender
Keratinisierung und Wasserreduktion der Keratinozyten des Stratum granulosums zu den
Hornzellen, scheinen diese ihr Taurin auszuschleusen. Extrazellulares Taurin kann dann von
den darunter liegenden Zellen wieder aufgenommen werden, wodurch sowohl ein Taurin- als
auch Feuchtigkeitsverlust Uber die Hornschicht vermieden wird.

Aufgrund der dargelegten Befunde ist nicht auszuschlieRen, dass die Beobachtungen der
vorliegenden Arbeit auf den osmotischen Eigenschaften des Taurins basieren. Einerseits
kénnen osmotische Veranderungen die Funktion und Stabilitat der Zellmembran verandern.
Beispielsweise dehnt sich die Zellmembran, wenn das Zellvolumen anschwillt, wodurch
dehnungssensitive Membrankandle und das Membranpotential beeinflusst werden.
Andererseits beeinflusst der Hydratationszustand auf vielféltige Weise die Zellfunktion. Er
moduliert Stoffwechselprozesse, intrazellulare Signalwege, unter anderem MAP Kinasen, und
Genexpressionen (180;212). Auch wurde beschrieben, dass ein osmotisches Zellschrumpfen
ebenso wie UVB-Strahlung in einer epithelialen Karzinomzelllinie das ,Clustern“ von
Zytokinrezeptoren fir den epidermalen Wachstumsfaktor, TNF-o und IL-1 bewirkt und
ligandenunabhangig die Aktivierung intrazellularer Signalwege ausldst (153).

Da die Hautzellen der taut —/— M&use nach UVB Exposition nicht mit einer effektiven
Taurinakkumulation reagieren kdnnen, ware es moglich, dass eine UVB-induzierte Veranderung
des osmolytischen Gleichgewichts nicht schnell genug und ausreichend reguliert werden kann,
sodass Folgeschaden wie eine PAF-Freisetzung und/oder PAF-Rezeptoraktivierung sowie eine
Aktivierung intrazellularer Signalwege und Genexpressionen mit gréRerem Ausmald entstehen.
Im Vergleich dazu waren dann die Hautzellen der taut +/+ und taut +/- Mause nach UVB-
Bestrahlung aufgrund ihrer Fahigkeit, einen funktionsfahigen Taurintransporter aufzuregulieren
und Taurin intrazellular anzureichern, vor einer starken Anderung des osmolytischen
Gleichgewichts und Hydratationsverlusten besser geschiitzt, sodass die taut +/+ und taut +/—
Tiere weniger empfindlich gegentber UVB-induzierten Folgeschéden sind als die taut —/-
Méause. Um zu Uberprifen, ob die héhere UVB-Empfindlichkeit der taut —/— M&use auf einer
reduzierten Fahigkeit zur Osmoregulation basiert, kénnte in weiterfiihrenden Studien analog zu
der oben erwahnten Studie untersucht werden, ob UVB-Bestrahlung und osmotischer Stress
bei den Hautzellen der taut —/— Mause zu einem starkeren ,Clustern” der oben beschriebenen
Zytokinrezeptoren und einer erhdhten Aktivierung von intrazellularen Signalwegen fihrt.

V.4.2. Stabilisierung der Zellmembran

Wie zuvor beschrieben, tragen auch Membranveranderungen zur Ausbildung von UVB-
induzierter Immunsuppression bei. Eine Interaktion von Taurin mit Phospholipiden wird seit
langem diskutiert. Die stark ionischen Eigenschaften des Taurins sind vermutlich auch
Grundlage fiir die beschriebenen Interaktionen zwischen Taurin und den Kopfgruppen neutraler
Membranlipide wie Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin (224). Zudem gibt es
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Hinweise darauf, dass Taurin einen Einfluss auf die Membranzusammensetzung nimmt. Denn
es wurde beobachtet, dass eine taurinreiche Diat bei Hamstern in der Leber die Konzentration
von Triglyceriden erhdhte, den Gehalt an Diglyceriden und Phosphatidylcholin in der
Zellmembran senkte, wahrend der Gehalt an Phosphatidylethanolamin nicht beeinflusst wurde
(250). AuBerdem kann Taurin ein Lipid/Protein-Missverhaltnis sowie einen Mangel an mehrfach
ungesattigten Fettsauren in der Leber normalisieren (251). Beide Effekte kénnen Einfluss
nehmen auf die Funktion und Stabilitat der Zellmembran.

Die Einflussnahme des Taurins auf die Membranzusammensetzung kann sich mdéglicherweise
auch auf die Zellmembran von Hautzellen auswirken und eventuell zur hohen UVB-
Empfindlichkeit der taut —/— Mause beitragen. Denn dadurch dass Taurin den Anteil des PAF-
Vorlaufers Phosphatidylcholin in der Zellmembran senken kann (250), ist es vorstellbar, dass
unter Taurinmangel die Zellmembran der Keratinozyten bei den taut —/— Mausen einen im
Vergleich zu den taut +/+ Mausen hohen Phosphatidylcholin-Level besitzen. Ein vermehrtes
Vorhandensein dieses Membranlipids kann dann die Anfélligkeit fir eine gesteigerte
Freisetzung von PAF-ahnlichen Lipiden unter oxidativem Stress bei den taut —/— Tieren zur
Folge haben, woraufhin eine Gibermafiige Aktivierung des PAF-Rezeptors resultieren kdnnte mit
anschlieBender hoher PAF-Freisetzung und Produktion immunmodulatorischer |6slicher
Faktoren aufgrund von aktivierten ERK und p38 MAPK Signalwegen (234). Die Keratinozyten
von Tieren mit gutem Taurinstatus wie die taut +/+ Mause und eventuell auch die taut +/—
Mause sind dann in diesem Szenario aufgrund ihres geringeren Phosphatidylgehaltes in der
Membran weniger anfallig fur die Attacken der UVB-induzierten ROS und setzen deutlich
weniger PAF-ahnliche Lipide nach UVB-Bestrahlung frei. Unter Umsténden bleibt damit eine
Aktivierung des PAF-Rezeptors unterhalb eines messbaren Bereiches oder ganz aus, da die
PAF-ahnlichen Lipide ebenso wie PAF selbst rasch von der PAF-Acetylhydrolase, die bei
oxidativem Stress zur Zellmembran transloziert, abgebaut werden (162;163), bevor es zur
Bindung der Liganden an den Rezeptor kommt. Da auRerdem gezeigt wurde, dass PAF die
Expression des PAF-Rezeptors beeinflussen kann, ist es zudem mdglich, dass die Zellen der
taut +/+ und taut +/- Mause nach UVB-Behandlung aufgrund des geringeren PAF-Levels auch
eine geringere Induktion des PAF-Rezeptors aufweisen, was eine reduzierte Responsivitat zur
Folge haben kdnnte. Die vergleichbare Suppression der Kontaktsensibilisierung durch die PAF-
Injektionen ohne UVB-Bestrahlung (Abb. IV.6.) deutet aber darauf hin, dass alle drei taut Maus-
Genotypen die gleiche konstitutive und durch PAF induzierbare Responsivitat besitzen, und ein
grundsatzlicher Unterschied in der Aktivierbarkeit des PAF-Rezeptors auszuschlie3en ist.
Interessante Ansatzpunkte fir Folgeuntersuchungen zum protektiven Mechanismus von Taurin
gegen  UVB-Schadigungen  waren demzufolge 1. detaillierte  Analysen  zur
Lipidzusammensetzung der Keratinozytenzellmembran der taut —/— und taut +/+ Mause und 2.
Messungen zur Induzierbarkeit des PAF-Rezeptors in den Keratinozyten dieser Tiere durch
UVB-Bestrahlungen.
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V.4.3. Antioxidative Eigenschaften

Dass Taurin in hohen Konzentrationen in Zellen und Geweben vorkommt, die oxidativem Stress
ausgesetzt sind wie der Retina (252) und Neutrophilen (207), deutet darauf hin, dass Taurin
auch Uber antioxidative Schutzfunktionen verfligt. So wurde beschrieben, dass Taurin Zellen
vor Oxidantien schitzt, welche unter anderem die Zellmembran attackieren und zur
Lipidperoxidation fiihren kdnnen (198;253). Es wurde gezeigt, dass der hohe Tauringehalt in
den &uReren Stabchenzellen der Retina von etwa 25 mM die Bildung sekundarer
Lipidperoxidationsprodukte wie Malondialdehyd reduzieren kann (254). Auf ahnliche Weise
scheint Taurin auch in der Leber vor der Bildung von Malondialdehyd durch Tetrachlormethan
zu schiitzen (255). Und auch Spermatozoen sind durch ihren relativ hohen Taurinspiegel gegen
Schadigungen durch Superoxidradikale gewappnet (256).

Da auch ROS-induzierte Lipidperoxidationen bei der Bildung und Freisetzung von PAF-
ahnlichen Lipiden aus der Zellmembran zugrunde liegen, ware es durchaus mdoglich, dass der
hohe Taurinspiegel die taut +/+ Mause vor diesen Attacken durch seine antioxidativen
Phanomene schitzt, wahrend die taut —/— M&ause durch ihren starken Taurindefizit diesen
Angriffen weitestgehend ungeschuitzt ausgeliefert sind. Die Folgen waren dann eine niedrige
PAF-Bildung in den UVB-exponierten Hautzellen der taut +/+ Mausen und eine hohe PAF-
Bildung in UVB-exponierten Hautzellen der taut —/— Tieren, wie sie in dieser Arbeit beobachtet
wurden.

Ein direkter Zusammenhang zwischen antioxidativen Substanzen und einer Aufhebung der
UVB-induzierten Immunsuppression ist auf vielerlei Ebenen aus Literaturdaten bekannt (148-
150;257). Allerdings bleibt offen, ob Taurin tatsachlich direkt als Antioxidant fungiert oder ob der
Zellschutz indirekter Natur ist und Taurin in seiner Eigenschaft als organisches Osmolyt, wie
oben beschrieben (Diskussion V.4.1. Regulation des Hydratationszustands als kompatibles
organisches Osmolyt), den peroxidativen Wirkungen, welche eine Beeinflussung der
Membranpermeabilitdt und nachfolgend eine Osmolaritatsanderung bewirken, entgegensteuert.
AuRerdem ist es denkbar, dass Taurin durch eine direkte Bindung an den PAF-Vorlaufer
Phosphatidylcholin, wie unter V.4.2.. Stabilisierung der Zellmembran dargelegt, die
Angriffsflache am Membranlipid fir ROS veréandern oder behindern kann.

V.4.4. Modulation der Ca?*-Verfugbarkeit

Eine weitere Moglichkeit des Taurineinflusses ist die Modulation des freien zytosolischen
Kalziums, was man allerdings auch als Membraneffekt betrachten kann. Insgesamt scheinen
eine Reihe von den beschriebenen Taurineffekten auf Interaktionen mit Phospholipiden zu
basieren. Es wurde beispielsweise beobachtet, dass Taurin die Ca’*-Bindungseigenschaften
von sauren Phospholipiden beeinflusst, die Ca”"-Kanalaktivitit moduliert und die
Speicherkapazitat fur Ca®* von intrazellularen Kompartimenten wie dem endoplasmatischen
Retikulum steigert (224), was alles mit der Regulation der Ca’*-Verfiigbarkeit in der Zelle
zusammenhdngen kann. Pasantes-Morales und Kollegen beobachteten, dass Taurin eine
Lymphozytenzelllinie  vor Eisenascorbat-induzierter ~Apoptose schiitzte (198). Bei
Untersuchungen zum Mechanismus stellte sich heraus, dass Taurin nicht die Lipidperoxidation
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durch Eisenascorbat verhinderte. Sie erklarten den positiven Taurineffekt auf die Zellviabilitat
dadurch, dass Taurin offenbar den starken Ca**-Einstrom nach der Eisenascorbatbehandlung
unterdriickte.

Insbesondere die schiitzenden Effekte von Taurin auf die Herzfunktion machen den Einfluss auf
die Ca®*-Modulation deutlich. Denn man fand heraus, dass Taurin im Herzen eine doppelte
Rolle spielt: Bei Ca”"-Konzentrationen unterhalb des physiologischen Levels wirkt Taurin
aktivierend auf die Herzmuskelkontraktion, wahrend bei Ca**-Konzentrationen oberhalb des
physiologischen Levels die Herzmuskelkontraktion reduziert wird, sodass die Herzfunktion auf
einem konstanten Level gehalten wird (258;259). Aulerdem wurde gezeigt, dass Taurin vor
dem Ca*-Paradox schiitzt (260). Dieses Phanomen tritt auf, wenn sich das Herz einige Minuten
in einem Ca*-freien Milieu befindet. Erhoht sich dann der Ca®*-Level auf physiologische
Konzentrationen, entstehen Zellschdden aufgrund eines hohen Ca”"-Einstroms. Der Schutz
durch Taurin besteht scheinbar jedoch nicht darin, den Ca**-Uberfluss zu minimieren, aber es
reduziert wohl die daraus entstehenden Konsequenzen (183).

Unter Beriicksichtigung dieser Wirkungsmechanismen des Taurins, erscheint es verstandlich,
dass Stimuli, welche die intrazellulare Ca®-Konzentration verandern, bei Organismen mit
Taurinmangel starkere Konsequenzen nach sich ziehen kdnnen. Dies konnte auch der Fall sein
bei den mit UVB behandelten taut —/— M&usen. So wurde gezeigt, dass UVB-Strahlung
Kalziumsignale wie etwa Tyrosinphosphorylierungen in Lymphozyten auslésen kann, sodass
Signalwege unter Umgehung der Rezeptorkontrolle aktiviert werden kénnen (261). In der
Membran von humanen Keratinozyten fiihrte UVB neben einer Abnahme der Membranfluiditat
zur Aktivitaitszunahme von Ca?*-abhangigen Enzymen wie der Ca*/Calmodulin-abhangigen
NO-Synthase (262). Beides liefert Hinweise fiir einen Anstieg der intrazellularen freien Ca**-
Konzentration durch UVB-Behandlung.

Diese Mdglichkeit wird au3erdem dadurch weiter unterstiitzt, dass Ligandenbindung an den
PAF-Rezeptor einen Anstieg an freiem Ca” im Zytosol verursacht, was zum Einen auf
vemehrten Ca”’-Einstrom iiber zellmembranassoziierte Kalziumkanale, die tber den PAF-
Rezeptor reguliert werden, zuriickzufiihren ist, zum Anderen auf der Mobilisierung von freiem
Ca” aus intrazellularen Speichern tiber ,Second messengers* wie beispielsweise Inositol-1,4,5-
Triphosphat, die bei der PAF-Rezeptoraktivierung entstehen, basieren kann (232).

Fur eine Reihe von Zelltypen, unter anderem auch fir humane Keratinozyten (263) wurde
gezeigt, dass es bei der PAF-Rezeptoraktivierung zur Hydrolyse von Phosphatidylinositol
kommt, wobei nicht nur Inositol-1,4,5-Triphosphat und freies Ca” enstehen, sondern auch
Diacylglycerol, welches die Ca®-abhangige Proteinkinase C aktiviert, sodass
Phosphorylierungen verschiedener Substrate folgen kénnen (264) (Abb. V.2.), unter anderem
die schon mehrfach erwéhnten MAP Kinasen, die in den Zellkern wandern und dort
verschiedene UV-typische Transkiptionsfaktoren wie AP-1, NFkB oder p53 aktivieren (175).
Somit kdnnte die starke IL-10-Expression in den Keratinozyten der taut —/— Mause und die
damit einhergehende hohe Empfindlichkeit fir eine UVB-induzierte Immunsuppression auch auf
einer starkeren Freisetzung von Ca? basieren, welche abhangig von der PAF-
Rezeptoraktivierung ist. Diese Vermutung mussten Folgestudien klaren.
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V.5. Schlussfolgerung
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden,

1. dass die Empfindlichkeit gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression in vivo in
Mausen abhangig ist von der Taurinkonzentration in der Haut und Taurin damit eine
wichtige regulatorische Rolle in der UVB-induzierten Immunsuppression einnimmt. Die
phanotypischen Merkmale der homozygoten Taurintransporter-defizienten Maus
(schematisch zusammengefasst in der Einleitung 1.2.2. Die Taurintransporter-defiziente
Maus Abb. 1.8.) mussen aufgrund der Ergebnisse dieser Dissertation mit der
Eigenschaft der erhthten Sensibilitdit gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression
erweitert werden (Abb. V.3.).

2. dass der wichtigste molekulare Schutzmechanismus des Taurins vor der UVB-
induzierten Immunsuppression eine Reduktion von Zellmembranschdden durch UVB-
Strahlung ist. Taurin reguliert die UVB-induzierte Freisetzung des Lipidmediators PAF
aus der Zellmembran epidermaler Keratinozyten und moduliert damit eine
Unterdriickung von zellvermittelten Immunantworten.

Reduzierte Taurinspiegel (80 - 99%)
in allen getesteten Geweben

Degeneration I Reduziertes Korper-

der Retina \ / und Gehirngewicht

taut - -

Leistungverlust der / \ Verminderte Fruchtbarkeit

Skelettmuskulatur / &U

Unspezifische Hepatitis Erhohte Sensibilitit gegeniiber
und Leberfibrosen UVB-induzierter Inmunsuppression

Abbildung V.3. Die erhdhte Sensibilitdtt gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression kann als weiteres
phanotypisches Merkmal bei der homozygoten Taurintransporter-defizienten (taut —/-) Maus ergénzt werden. Eine
mdgliche Ursache sind die stérkeren Zellmembranschédigungen durch UVB bei Taurinmangel, insbesondere die
vermehrte Freisetzung des Lipidmediators PAF bzw. PAF-&hnlicher Lipide, die wie PAF selbst den PAF-Rezeptor
aktivieren konnen. Hieraus folgt dann die Induktion des immunmodulatorischen l6slichen Faktors IL-10, wodurch
zellvermittelte Immunreaktionen wie Kontaktsensibilisierungen oder TumorabstoRung unterdriickt werden. Auf diese
Weise beeinflusst der Taurinstatus der Haut eines Organismus die Empfindlichkeit gegeniiber UVB-induzierter
Immunsuppression.
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Die vorliegenden Daten lassen den Schluss zu, dass die Taurinaufnahme, neben der DNS-
Reparatur, Antioxidation und Hautpigmentierung, ein weiterer endogener Schutzmechanismus
gegen UVB-induzierte Zellschaden ist.

V.6. Medizinische Relevanz der Ergebnisse

Welche Bedeutung hat das Gesamtergebnis und die Schlussfolgerung dieser
Dissertationsarbeit aus medizinischer Sicht? Im Folgenden werden medizinische und
therapeutische Einsatzmdglichkeiten diskutiert, die sich aus den hier vorgelegten Daten ableiten
lassen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben deutlich gemacht, dass die H6he des Taurinspiegels in der
Haut konzentrationsabhangig die UVB-Empfindichkeit beeinflusst und folglich ein Schutz vor
UVB-bedingten Hautschaden umso besser und effektiver ist, je ndher am physiologischen
Normbereich der Taurinspiegel in der Haut ist. Allerdings wurden in den Studien der
vorliegenden Dissertation ausschlieBlich Mause und Hautzellen von Mausen mit einem
natiirlichen physiologischen (taut +/+ Mause) und einem reduzierten (taut +/— und taut —/—
Méause) Taurinspiegel untersucht. Weitere Studien konnten die Frage klaren, ob eine
Steigerung des Taurinspiegels tiber den Normbereich einen besseren UVB-Schutz liefern kann.
Hierzu kénnten Untersuchungen zur UVB-induzierten Immunsuppression und anderen UVB-
verursachten Schaden an normalen Mausen, die beispielsweise mit einer taurinangereicherten
Nahrung oder topischen Applikationen einer Taurinemulsion behandelt werden, Uberprift
werden. Derartige Untersuchungen wéren insbesondere wertvoll, um protektive Effekte des
Taurins vor UVB-Schéden in der Haut zu bestatigen. Positive Ergebnisse aus Tierversuchen
missten dann in Testreihen mit humanen Hautzellen Uberprift werden. Ein Ziel wére zum
Beispiel die Entwicklung von Sonnenschutzprodukten mit Taurinzusatz, die UVB-Schaden wie
die Immunsuppression reduzieren. Der Einsatz von Taurin in Sonnenschutzprodukten wéare
damit eine véllig neue PraventionsmalRhahme vor UV-Schaden. Dass die Haut in der Lage ist,
Taurin Uber epikutane Applikationen aufzunehmen, zeigt sich darin, dass der Pharmakonzern
Beiersdorf Feuchtigkeitslotionen mit Taurinzusatz zur Verbesserung des Feuchtigkeitshaushalt
der Haut bereits im Handel vertreibt.

Da der natirliche Weg der Taurinaufnahme Uber die Nahrung erfolgt, lieBe sich unter
Umstadnden ein verbesserter UVB-Schutz auch durch orale Applikationen erreichen. In
klinischen und experimentellen Studien, in denen Taurin oral verabreicht wurde, zeigte sich,
dass die orale Tauringabe von 6 g/Tag Salz-induzierten Bluthochdruck beim Menschen
signifikant reduzieren konnte (265). Im Tierversuch konnten orale Tauringaben uber die
Nahrung (circa 2 — 2,7 g/Tag) die funktionale Beeintrachtigung der Retina und oxidativen Stress
bei diabetischen Ratten deutlich reduzieren (266). Zukiinftige Studien miissten jedoch zunachst
zeigen, dass sich Uber die orale Aufnahme der natlrliche physiologische Taurinspiegel in der
Haut effektiv steigern lasst.

Bei allen Taurinapplikationen muss allerdings ein potenziell gesundheitsschadlicher Effekt
durch Tauriniiberdosierungen beachtet werden. Das ,National Institute for Occupational Safety
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and Health (NIOSH)" in Washington, DC, USA gibt den LDso-Wert (Letaldosis, die bei 50% der
Individuen zum Tode fuhrt) fir Taurin bei verschiedenen S&ugetieren wie Ratte, Maus, Hund
und Kaninchen zwischen 1000 — 7000 mg/kg Korpergewicht je nach Applikationsweise (oral,
intravends, intraperitoneal oder subkutan) an. Damit scheint Taurin eine nur geringe akute
Toxizitat zu besitzen. Im Vergleich dazu liegt die LDsy-Dosis der Aminosaure Cystein, dem
Taurinvorlaufer, bei Ratte und Maus zwischen 600 — 2000 mg/kg Korpergewicht je nach
Applikationsweise. Die akute Toxizitat fir Natriumchlorid liegt je nach Applikationsweise bei
Ratte, Maus und Mensch zwischen 650 — 3000 mg/kg Korpergewicht. Die Toxizitat von Taurin
liegt demnach in teilweise sogar unterhalb den Bereichen von Natriumchlorid und
korpereigenen Aminosauren. UbermaRge Taurinaufnahmen sollten vermieden werden, da die
toxikologischen Effekte einer Uberexposition nicht umfassend untersucht und zum Teil
widersprichlich sind. Demzufolge sollte bei weiteren Studien zum protektiven Einfluss von
Taurin auf UVB-induzierte Schaden mit Taurinapplikationen auf eine mdgliche Beeintrachtigung
der Gesundheit unbedingt geachtet werden.

Eine Pravention der UVB-induzierten Immunsuppression hat vor allem aus epidemiologischer
Sicht wachsende Bedeutung gewonnen. An dieser Stelle sei nochmals darauf hingewiesen,
dass die UVB-induzierte Immunsuppression im Zusammenhang mit der schadigenden Wirkung
des UVBs auf die DNS ursachlich fir die Entstehung von Hautkrebs verantwortlich ist. Die
Unterdrickung des Immunsystems, insbesondere der zellvermittelten Immunantworten, zu
denen die Beseitigung von Tumorantigenen zahlt, fiihrt dazu, dass UVB-geschadigte Zellen,
aus denen sich Hautkrebs entwickeln kann, weniger effektiv eliminiert werden. Die UVB-
induzierte Karzinogenese von Basalzell- und Stachelzellkarzinomen sowie maligner Melanome
ist zudem von grofRer allgemeiner und klinischer Bedeutung. Die Abnahme der Ozonschicht in
der Stratosphare, die in einer Erhéhung an UVB-Strahlung auf der Erdoberflache resultiert
(267), sowie das veranderte Freizeit- und Sozialverhalten der Bevdlkerung, das zu einer
erhohten individuellen Sonnenstrahlenexposition fuhrt, sind Ursache fir eine deutlich steigende
Hautkrebsinzidenz (Umweltbundesamt: www.env-it.de/umweltdaten/public/theme.do).

Hautkrebs z&hlt zu den weltweit am haufigsten auftretenden Krebsarten. Daher ist es aul3erst
wichtig, geeignete MalRBnahmen gegen die schadigenden Einflisse der UV-Strahlung wie der
UVB-induzierten Immunsuppression zu entwickeln. Die in dieser Arbeit eingesetzten UVB-
Dosen zur Bestrahlung der Mause haben durchaus auch eine Relevanz fiir den Menschen. Die
UVB-Dosen von 100, 200 und 400 mJ/cm® entsprechen etwa dem 4- bis 16-fachen einer
minimalen Erythemdosis (MED) beim Menschen und haben daher medizinische Bedeutung.
Eine MED eines hellhautigen Menschen (Hauttyp 1) betragt im Durchschnitt 25 mJd/cm?
(Bundesamt fur Strahlenschutz: www.bfs.de/uv/uv2/sonnenbrand.html) und ist die Energiedosis,

bei der sich erste Hautrétungen zeigen. Allerdings ist anzumerken, dass sich die UVB-Effekte
zwischen verschiedenen Spezies nicht direkt Gibertragen lassen.

Die hier vorgelegten Erkenntnisse besitzen auch Bedeutung fiir therapeutisch eingesetzte UV-
Therapien. In medizinischen UV-Therapien wird die UVB-induzierte Immunsuppression gezielt
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genutzt, um Entzindungsreaktionen bei Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis oder
chronische allergische Hautreaktionen wie Neurodermitis zu reduzieren. Da entsprechend der
Ergebnisse dieser Dissertationsarbeit eine Taurinreduktion in der Haut zu einer hdheren
Empfindlichkeit gegentiber den immunsupprimierenden Effekten der UVB-Strahlung fihrt,
koénnte eine taurinarme Erndhrung helfen, die Wirkung der UV-Therapie zu vergréRern und die
Lange und Dauer einer Behandlung zu verkirzen.

Selbstverstandlich ist zu bericksichtigen, dass die aufgefiihrten Vorschlage theroretische
Ableitungen der hier vorgestellten Daten sind. Es bedarf noch vieler Untersuchungen zu den
Wirkmechanismen von Taurin im Hinblick auf protektive Eigenschaften gegeniber UVB-
bedingten Effekten im Tiermodell und insbesondere auch in der Humanmedizin, bevor sich eine
fundierte Therapieempfehlung formulieren lasst. Dennoch machen sie die Bedeutung dieser
ersten tierexperimentellen Studie Gber die protektiven Effekte von Taurin in Verbindung mit UVB
auch fur die Humanmedizin deutlich. Die Ergebnisse der vorgelegten Dissertationsarbeit
kénnten einen ersten Schritt hin zu neuen medizinisch protektiven MalRBhahmen gegen UVB-
induzierte Schadigungen durch den Einsatz von Taurin einleiten.
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VI. Zusammenfassung

Aus vorangegangenen Studien wurde vorgeschlagen, dass die Aufnahme von Osmolyten, wie
beispielsweise Taurin, Teil der UVB-induzierten Stressantwort von humanen epidermalen
Hautzellen, den Keratinozyten (HNK), ist. Diese Hypothese basierte auf den Beobachtungen,
dass a) UVB Strahlung die Aufregulierung des spezifischen Taurintransporters (TAUT) in den
bestrahlten Keratinozyten induzierte und b) diese Aufregulierung von einer vermehrten
Taurinaufnahme in diesen Zellen begleitet wurde. Unterstiitzend zu dieser Hypothese
dokumentiert die vorliegende Dissertation, dass die Taurinaufnahme Hautzellen vor UVB-
induzierten immunsuppressiven Effekten schitzt. Es wird gezeigt, dass homozygote
Taurintransporter-defiziente (taut —/-=) Mause signifikant empfindlicher gegeniber UVB-
induzierter Immunsuppression sind als heterozyote Taurintransporter-defiziente (taut +/-) und
Wildtyp (taut +/+) Mause. Taut —/— Mause besitzen aufgrund einer Disruption des Exon-1 des
murinen taut Gens keinen funktionellen Taurintransporter. 'H NMR-Spektroskopieanalysen
zeigten, dass der Taurinlevel in der Haut dieser Tiere um uber 90% reduziert ist verglichen mit
den taut +/+ Mausen. Taut +/— Mause haben eine moderatere Taurinreduktion von etwa 35%.
Die UVB-Empfindlichkeit der drei Maus-Genotypen wurde im Mausohrschwellungstest am
Modell der Kontaktsensibilisierung untersucht. Vergleichende Studien demonstrierten, dass taut
—/—, aber nicht die taut +/— Mause empfindlicher gegeniiber UVB-induzierter Immunsuppression
sind als taut +/+ Tiere. Bei Studien zum zugrundeliegenden Mechanismus wurde
herausgefunden, dass die hohere UVB-Empfindlichkeit der taut —/— Tiere nicht auf vermehrter
DNS-Schadigung basiert, sondern durch starkere UVB-induzierte Membranschadigungen,
insbesondere durch eine erhdhte Freisetzung des Lipidmediators Plattchen-aktivierender Faktor
(PAF) bzw. PAF-ahnlicher Lipide aus der Zellmembran ausgelést wird. Vermutlich tUber eine
Aktivierung des PAF-Rezeptors folgt die Aufregulierung immunsuppressiver loslicher Faktoren
wie Interleukin-10, dessen Level in UVB-behandelten Keratinozyten aus taut —/— Mausen im
Vergleich zu denen der taut +/+ Tiere zum Einen erhéht, zum Anderen dosisabhangig reguliert
war. Behandlungen mit einem spezifischen PAF-Rezeptor-Antagonisten hoben die UVB-
induzierte Immunsuppression in taut —/— Mausen auf, jedoch nicht in den beiden anderen
Genotypen. PAF selbst I6ste dagegen Immunsuppression aus unabhangig von der Auspragung
des taut. Die hier vorgestellten Befunde weisen darauf hin, dass UVB-Bestrahlung bei
Taurinmangel zu einer gesteigerten Freisetzung von PAF aus der Keratinozytenzellmembran,
zur PAF-Rezeptoraktivierung und in Folge zur Immunsuppression fihrt.

Es konnte erstmalig gezeigt werden, 1. dass die Empfindlichkeit gegeniiber UVB-induzierter
Immunsuppression in vivo in Mausen abhangig ist von der Taurinkonzentration in der Haut und
Taurin damit eine wichtige regulatorische Rolle in der UVB-induzierten Immunsuppression
einnimmt. Und 2., dass der wichtigste molekulare Schutzmechanismus des Taurins vor der
UVB-induzierten Immunsuppression eine Reduktion von Zellmembranschaden durch UVB-
Strahlung ist.

Zusammengenommen lasst sich schlussfolgern, dass ein physiologischer Taurinspiegel in der
Haut neben der DNS-Reparatur, Antioxidantien und Pigmentierung ein zusatzlicher endogener
Schutzmechanismus von Hautzellen gegeniiber UVB-induzierten Schadigungen ist.
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Abbildung
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