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Zusammenfassung

Fibrotische Storungen der Haut als Folge eines Wundheilungsprozesses, wie die
Entstehung von Keloiden und hypertrophen Narben, korrelieren mit einer defekten
Regulation der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Urséchlich
sind mitunter eine vermehrte Einwanderung und/oder Proliferationsrate von
Fibroblasten, eine vermehrte Differenzierungsrate von Fibroblasten zu
Myofibroblasten und/oder eine verringerte Apoptoserate von Fibroblasten und
Myofibroblasten. Fiir den Prozess der Differenzierung ist der Transforming growth
factor p (TGF-B)-Signalweg von essenzieller Bedeutung, da TGF-$ den potentesten
Wachstumsfaktor in der Differenzierungseinleitung darstellt. Diese Signalkaskade
verlduft tiber die Phoshorylierung der sogenannten SMAD-Proteine, welche in den
Zellkern tranlozieren und an die Promoterregion der Zielgene binden. Im Fall der
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten ist der bis dato verldsslichste
Marker das Protein alpha smooth muscle actin (a-SMA), welches wihrend der
Fibroblastendifferenzierung exprimiert wird. Neben der Signalweiterleitung tiber die
SMAD-Proteine spielen auch mitogen activated protein kinase (MAPK)-Signalwege
sowie die erhohte Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species - ROS) in der Fibroblastendifferenzierung eine entscheidende Rolle.

In Vorarbeiten konnten wir bereits belegen, dass die Bestrahlung von Fibroblasten
mit blauem Licht der Wellenlédnge 453 nm zu einer dosisabhingigen Inhibition der
Proliferation und einer dosisabhdngigen Differenzierungshemmung fiihrt. Vor
diesem Hintergrund sollte mit der vorliegenden Arbeit der molekulare Mechanismus
der Differenzierungshemmung aufgekliart werden, mit einem besonderen Fokus auf
die essenzielle Rolle der TGF-B-gesteuerten Signaltransduktion sowie der Rolle des
ROS-induzierten oxidativen Stresses. Ein besonderes Augenmerk galt hierbei der
NADPH-Oxidase 4 (NOX4), die als ein fundamentales flavinhaltiges Enzym in der
Myofibroblastendifferenzierung ROS generieren kann. Flavine absorbieren Licht im
blauen Wellenldngenbereich und stellen somit Photoakzeptoren fiir blaues Licht dar.
In diesem Zusammenhang untersuchte ich, ob die Hemmung der
Myofibroblastendifferenzierung in Korrelation zur NOX4-abhidngigen ROS-
Generierung steht. Ich detektierte, dass die Bestrahlung mit blauem Licht der
subletalen Hochstdosis von 80 J/cm® zu einer signifikanten Steigerung der
intrazelluliren ROS-Produktion fiihrte. Die Behandlung von TGF-B-aktivierten
Fibroblasten mit ROS in Form von H,O, fiihrte analog zur Blaulichtexposition
ebenfalls zu einer Hemmung der o-SMA-Expression und somit auch zu einer
Hemmung der Differenzierung. Mithilfe der Bestimmung des NADP'-Umsatzes
sowie der Analyse von Flavinen in wéssriger Losung und in Fibroblasten nach
Bestrahlung, stelle ich die Hypothese auf, dass blaues Licht in der Lage ist, eine
Reduktion von Flavinen herbeizufithren und somit eine Entkopplung der NOX4
bewirkt. Ein weiterer Untersuchungsschwerpunkt lag in der Lokalisation der Rolle
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der NOX4 innerhalb der TGF-B-Signalkaskade. Die Bestrahlung von TGF-f-
aktivierten Fibroblasten hat widererwartend einen induzierenden Einfluss auf die
TGF-B-Rezeptor-Typ-I-(ALK 5)-Expression, was auf eine Redoxsensitivitit von
latentem TGF-B oder auch auf die Inaktivierung der ALK 5-regulierenden Protein
Phosphatase-I (PP1) und PP2A zuriickgefiihrt werden konnte. Auf die Expression
des Proteins SMAD3 hat die Bestrahlung nur einen tendenziell inhibierenden Effekt.
Welche Rolle eine von mir detektierte trunkierte SMAD3 Isoform spielt, die nach
Bestrahlung signifikant hoch exprimiert wurde, bleibt Gegenstand weiterer
Untersuchungen. Die Proteinexpression von Extracellular signal-regulated kinase
((p)ERK1/2) und (p-)p38, welche weitere Schaltstellen der MAPK-kontrollierten
Signalwege der Fibroblastendifferenzierung darstellen, werden durch die
Blaulichtexposition ebenfalls gehemmt. Diese Expressionskontrolle konnte in
Zusammenhang mit der signifikant verringerten Adenosintriphosphat (ATP)-
Produktion in bestrahlten Fibroblasten stehen, da sowohl die ERK1/2 als auch p38
ATP als Substrat bendtigen. Die durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
konnten in Zukunft zur Entwicklung einer alternativen und sehr effektiven, dabei
pharmafreien und nebenwirkungsarmen  Therapieform von fibrotischen

Erkrankungen beihelfen.
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Summary

Fibrotic disorders of the skin like keloids and hypertrophic scars correlate with a
defective regulation of the differentiation from fibroblasts to myofibroblasts during
wound healing. The main reasons are occasionally an increased migration and/or
proliferation rate of fibroblasts, an increased differentiation rate of fibroblasts to
myofibroblasts as well as a decreased apoptosis rate of those. The TGF-f signaling
pathway has an essential meaning in the process of differentiation based on the fact
that TGF-B is the most potent growth factor for the induction of myofibroblast
differentiation. This signaling cascade proceeds through phosphorylation of the
SMAD proteins which translocate into the nucleus for binding to the promoter region
of the target genes. To date, the most reliable marker for myofibroblasts is the
protein a-SMA, which expression is increased during differentiation. Beside of the
signal transduction via SMAD’s, the MAPK signaling pathways and the generation
of ROS became more notable.

In our preliminary work we were able to proof, that irradiation of fibroblasts with
blue light (453 nm) leads to a dose-dependent inhibition of proliferation and
differentiation. With reference to those observations, I analyzed in this work the
molecular mechanism of inhibition with focus on essential enzymes/proteins of the
TGF-p signaling pathway as well as the role of ROS-induced oxidative stress. The
NOX4 is known to be a fundamental enzyme during differentiation to
myofibroblasts, which requires an integrated Flavin for ROS generation. Flavins
absorb light of the blue wavelength and act therefor as a photo-acceptor for blue
light.

In this context I examined if the inhibition of differentiation correlates with the ROS
generation and consequently with the NOX4 activity. A single irradiation with the
highest sublethal dose of 80 J/cm® led to a significant increase of the intracellular
ROS amount. An administration of ROS in the form of H,O, in TGF-B-activated
fibroblasts led to a similar inhibitory effect like the blue light irradiation. I detected a
lower amount of expressed 0-SMA. With the determination of the NADP" turnover
and the analysis of FAD in water solution and in fibroblasts, I hypothesize that blue
light is able to reduce flavins and consequently uncouples the NOX4. Another focus
was to observe where the NOX4 is located within the TGF-f signaling pathway.
Against my expectations, irradiation of TGF-B-activated fibroblasts induced a higher
expression of the TGF-B receptor type I (ALK 5). This observation could be
reducible to the redox-sensitivity of latent TGF-B or to the inactivation of ALK 5-
regulating proteins named protein phosphatase I (PP1) and PP2A. The irradiation of
Fibroblasts has a tendicially low influence on the expression of SMAD3 (52 kDa).
The role of a truncated isoform of SMAD 3, which was highly expressed after
irradiation still has to be investigated. The expression of the MAPK switchpoints
(p)ERK1/2 and (p-)p38 were both decreased after single irradiation. This observation
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could be related to the lower amount of ATP after irradiation, since ATP is known as
a substrate for ERK1/2 and p38. The achieved findings about the molecular effects of
blue light could offer an alternative form of therapy with low side effects for the
treatment of local fibrotic disorders.
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1 Einleitung

1.1 Aufbau der Haut

Die Haut (Kutis) ist das gro3te Organ des menschlichen Korpers und bildet mit einer
Gesamtfliche von 1,5-2 m” und einem Gewicht von 3,5-10 kg die Korperoberfliche.
In der anatomischen Nomenklatur besteht die Haut aus den beiden obersten
Schichten, welche als Oberhaut (Epidermis) und Lederhaut (Dermis) bezeichnet
werden. Bei der Schicht unter der Lederhaut handelt es sich um die Subkutis
(Hypodermis = Unterhaut). Zusammengefasst bilden die Kutis und die Subkutis die
sogenannte Hautdecke (Integumentum commune). Der Haut zugehorig sind ebenfalls
Haare, Ndgel und Driisen, welche als Anhangsgebilde bezeichnet werden. Aufgrund
ihres spezifischen Musters wird die Region der Hand- und FuBlsohlen (Palmae und
Plantae) Leistenhaut genannt und alle anderen Regionen des Korpers Felderhaut,
wobei Haarwuchs ausschlieBlich auf der Felderhaut erfolgt, welche in den
Schnittpunkten der feinen Furchen ihren Ursprung haben. Neben der
Sinneswahrnehmung erstreckt sich der Aufgabenbereich der Haut {iber ein
vielfiltiges Spektrum. So bietet sie zum einen Schutz vor mechanischen,
thermischen, mikrobiellen und chemisch-toxischen Schiden. Zum anderen schiitzt
sie vor Wasserverlust, reguliert die Korpertemperatur und absorbiert Strahlung
(Welsch 2010; Moll 2016).

1.1.1 Epidermis

Die Oberfliche des Korpers wird von der Epidermis gebildet, welche in
Abhidngigkeit von der Hautregion eine Dicke zwischen 0,004-0,4 mm aufweist und
aus einem verhornten Plattenepithel besteht. Sie bildet die Grenze zwischen Korper
und Umwelt und besteht aus mehreren Zellschichten (Rassner 2007).

Das Stratum corneum stellt die dullerste Zellschicht dar, besteht aus ein bis drei
verhornten Zellschichten und wird u. a. auch als Kornerschicht bezeichnet.
Charakteristisch ~ fir diese Zellschicht ist der Gehalt an basophilen
Keratinhyalingranula. Diese entstehen bei fortgeschrittener Differenzierung und sind
amorphe Partikel mit einem Durchmesser bis einige ym. Zu ihren Bestandteilen
gehoren im Wesentlichen Proteine, wobei das histidinreiche Filaggrin dominiert und
fir die Biindelung der Keratine verantwortlich ist. Angrenzend an dem Stratum
granulosum befindet sich das Stratum spinosum, welches auch als Stachelschicht
bezeichnet wird. Die Namensgebung ergibt sich aus der hohen Anzahl an
Desmosomen und Keratinfilamenten. Diese durchziehen die Keratinozyten und
erscheinen unter mikroskopischer Betrachtung "stachelig". Das Stratum basale
reprisentiert mit seinen kubisch geformten Keratinozyten die innerste Zellschicht der
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Epidermis. Neben den Keratinozyten sind in der Epidermis auch Melanozyten,
Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen lokalisiert. Wie der Name bereits impliziert,
sind die Melanozyten fiir die Synthetisierung des Pigments Melanin verantwortlich,
welches an die Keratinozyten iiber Cadherine weitergegeben wird und fiir einen UV-
Schutz der Keratinozyten sorgt. Bei einem verhornten Plattenepithel unterscheidet
man zwischen einem orthokeratinisierten Epithel und einem parakeratinisierten
Epithel, wobei es sich bei der Orthokeratinisierung um eine "normale" Verhornung
des Epithels handelt, bei der sich kernhaltige Epithelzellen schrittweise in tote,
kernlose Korneozyten umwandeln. Auf der Zunge und dem Zahnfleisch ist hingegen
das parakeratinisierte Plattenepithel lokalisiert (Moll 2005; Moll 2016; Benninghoff
und Drenckhahn 2008; Welsch 2010; Rassner 2007).

Stratum corneum

Stratum spinosum

Stratum basale 4 \

Stratum granulosum

o0
stuLpidy

(wnii0))) mmpyiapa]

mpyiaguy)
spnaqng

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Haut im Querschnitt. Die detaillierte Beschreibung ist
dem Text zu entnehmen.
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1.1.2 Dermis

Die Dermis befindet sich unterhalb der Epidermis und erstreckt sich bis zum
subkutanen Fett. In Abhéngigkeit von ihrer Lokalisation betrdgt ihre Dicke 2—4 mm
und wird zusammen mit der Epidermis auch als Kutis bezeichnet. Charakteristisch
fir sie ist der hohe Bindegewebsanteil, welcher der Haut ihre Elastizitdt und
Festigkeit verleiht. Zu den weiteren Funktionen der Dermis gehoren die Speicherung
von Wasser und der Schutz vor Verletzungen. Eingeteilt werden die Schichten der
Dermis in das Stratum papillare (auBlen) und das Stratum reticulare (innen). Bei dem
Stratum papillare handelt es sich um eine diinne Bindegewebsschicht, die aufgrund
thres hohen Aufkommens an Kapillaren an ihrer Oberflache ein Papillenrelief
aufzeigt. Dieses dient der Verbindung zur anliegenden Epidermis. Eine dickere
Bindegewebsschicht stellt das Stratum reticulare dar. Dieses ist reich an Kollagen-
und elastischen Fasern und verleiht der Dermis ihre Festigkeit (Rassner 2007;
Welsch 2010; Moll 2016)

In Bezug auf die zelluldren Bestandteile dominieren in der Dermis die Fibroblasten,
welche in ihrem inaktiven Zustand auch als Fibrozyten bezeichnet werden. Sie
weisen eine spindelformige Form mit langen Fortsdtzen auf und sind fiir die
Synthetisierung von Kollagen verantwortlich, synthetisieren jedoch nicht Desmin
oder a-SMA (Li und Wang 2011). Bei diesen in der Dermis vorkommenden
Kollagenen handelt es sich um die Typen I, III, IV, V, VI und VII. Nachdem das
Prokollagen intrazelluldr synthetisiert und aus der Zelle freigesetzt wurde, entsteht
durch enzymatische Spaltung das Kollagen, welches zu Fibrillen vernetzt wird.
Neben diesen Fasern befinden sich in der Dermis auch elastische Fasern. Diese sind
verglichen mit den Kollagenfasern (welche sich meist parallel zur Hautoberfliche
anordnen) unstrukturiert und bestehen aus dem Protein Elastin. Neben Fibroblasten
sind in der Dermis auch Makrophagen lokalisiert. Thre Funktion besteht in der
Phagozytose und der Speicherung von Zellresten, Fetten sowie von Proteinen und
Antigenen. Dariiber hinaus sind sie in immonulogischen Reaktionen involviert, wie
der Wundheilung (Abschnitt 1.2). Die Mastzellen sind ebenfalls in der ganzen
Dermis aufzufinden und spielen aufgrund ihrer charakteristischen Granula eine
substanzielle Rolle bei allergischen und entziindlichen Prozessen. AuBerdem sind
Melanozyten, Langerhans-Zellen und Lymphozyten in der Dermis lokalisert. Die
Zellen und Fasern der Dermis sind in eine Grundsubstanz integriert, welche aus
Glykosaminoglykane, Proteoglykane und Glykoroteinen aufgebaut ist und als
extrazellulire Matrix (EZM) bezeichnet wird. (Benninghoff und Drenckhahn 2008;
Moll 2016; Rassner 2007)
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1.1.3 Subkutis

Die Subkutis besteht vorwiegend aus Fettzellen (Lipozyten) und Bindegewebe und
befindet sich basal zur Dermis. Neben den ldappchenartig angeordneten Fettzellen
durchlaufen auch Blutgefile und Nerven die Subkutis in bindegewebigen Septen.
Die wesentliche Aufgabe der Subkutis besteht in dem Schutz vor Kélte. Neben dieser
Aufgabe erfiillt das Fettgewebe eine mechanische Funktion (Baufett) sowie eine
Speicherfunktion (Speicherfett). Fettgewebe wird in zwei Typen kategorisiert:
braunes Fettgewebe und weilles Fettgewebe, wobei das weille Fettgewebe subkutan
lokalisiert ist (Benninghoff und Drenckhahn 2008; Rassner 2007; Rassner 2013).

1.2 Wundheilung

Wie in dem vorangegangenen Kapitel bereits beschrieben, besteht die Kutis aus zwei
Schichten: der keratinisierten Epidermis und der sich unterhalb befindenden
kollagenreichen Dermis (Martin 1997). Als auBlenliegendes Organ des menschlichen
Korpers besteht ihre Aufgabe darin, als Barriere zu fungieren und den Organismus
vor schiadlichen Umwelteinfliissen zu schiitzen. Sowohl durch Krankheiten als auch
durch Verletzungen kann es zu einer Instabilitdt dieser Barriere und, im duflersten
Fall, zum Tod fiithren. (Singer et al. 1999). In adulten Organismen reprisentiert die
Narbenbildung eine abgeschlossene Heilung der vorangegangenen Verletzung
(Bullard er al. 2003). Die Fahigkeit das Originalgewebe narbenlos
wiederherzustellen, konnte bisher nur in wenigen eukaryotischen Organismen und in
der prinatalen Entwicklung von Menschen und nicht-humanen Primaten beobachtet
werden (Rowlatt 1979; Lorenz et al. 1993). Unmittelbar nach einer Verletzung
werden sowohl intrazelluldr als auch interzelluldr Signalwege aktiviert und
koordiniert, was den Wundheilungsprozess als einen komplexen Vorgang
charakterisiert. Eine Vielzahl an Zellen sind an diesem Prozess beteiligt, wie
Immunzellen (Neutrophile Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und
Dendritische Zellen), Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten (Gurtner et al.
2008). Traditionell wird die Wundheilung in drei Phasen unterteilt: eine
physiologische = Entziindung  (exsudative = Phase), die  Bildung von
Granulationsgewebe (proliferative Phase) und die Kollagensynthese und
Gewebemodellierung. Diese Phasen sind zeitlich nicht abgegrenzt, sondern
iiberschneiden sich (Schilling 1976; Scheithauer ef al. 2003; Clark 1996).

1.2.1 Phasen der Wundheilung

Bei der ersten Phase der Wundheilung handelt es sich um die sogenannte exsudative
Phase (oder auch Entziindungsphase), welche vier bis sechs Tage nach der
Verletzung eingeleitet wird (Broughton e al. 2006). Hier kommt es primér durch
Thrombozytenaggregation zu einer Hamostase im Wundbereich mit dem Ziel, den
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Blutverlust zu stoppen. Dabei wird eine Kaskade von Ereignissen eingeleitet, die zu
der Bildung eines Fibrin-Verschlusses fiithrt, welcher als Leitschiene fiir
einwandernde Zellen wie Monozyten und Neutrophile dient (Clark 1996; Martin
1997). Die Thrombozyten liefern mit Plated-derived growth factor (PDGF) und
TGF-B zwei der wichtigsten Signale fiir die Initilerung des Heilungsprozesses
(Singer ef al. 1999). Die Funktion von PDGF ist es zum einen chemotaktisch fiir die
Migration von Neutrophilen, Monozyten und Fibroblasten zu sorgen und zum
anderen proliferationsfordernd auf Fibroblasten zu wirken (Werner und Grose 2003).
Neben der Phagozytose besteht die Aufgabe von neutrophilen Granulozyten auch in
der Beseitigung von Fremdkorpern und zerstorten Matrixkomponenten. Thre
Depletion erfolgt durch Makrophagen, welche durch die Aktivierung von Monozyten
ca. 48 Stunden nach der Verletzung gebildet werden (Gurtner et al. 2008). TGF-f
stellt ein weiteres essenzielles Signalmolekiil im Wundheilungsprozess dar, indem es
die Einwanderung und Stimulation von Makrophagen induziert, welche ihrerseits
Zytokine wie Fibroblast growth factor (FGF), Tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
PDGEF und Interleukin-1 (IL-1) sekretieren. Zusétzlich erhoht TGF-§ die Chemotaxis
der Fibroblasten und moduliert die Kollagen- und Kollagenase-Expression. Die
Anwesenheit von Makrophagen deutet auf eine spdte exsudative Phase und den
Beginn der proliferativen Phase hin (Leibovich er al. 1987; Nissen et al 1996;
Diegelmann und Evans 2004).

In der zweiten Phase der Wundheilung, der proliferativen Phase, findet die Migration
von Zellen in das Wundmilieu statt. Nach ca. zwei bis zehn Tagen sind
Keratinozyten die ersten Zellen, die in das Wundgewebe einwandern, reifen und die
Barrierefunktion des Epithels wiederherstellen (Gurtner et al. 2008). Des Weiteren
proliferieren Fibroblasten durch die von Makrophagen synthetisierten Zytokine
PDGF und TGF-B in das Wundgewebe und migrieren Richtung extrazelluldren
Matrix des Granulationsgewebes (Clark 1996). Thre Hauptaufgabe besteht darin,
Kollagen zu synthetisieren und somit die extrazellulire Matrix zu bilden
(Diegelmann und Evans 2004). Ein fehlender Kontakt zur Nachbarzelle soll mitunter
ein induzierender Faktor sein, welcher zu der Proliferation und Migration von
Epithelzellen zum Wundrand und somit zur Reepithelisation fiihrt (Scheithauer und
Riechelmann 2003; Singer ef al. 1999). Neben der Gewebsneubildung ist auch die
Bildung von BlutgefiBlen (Angiogenese) Teil des Wundheilungsprozesses. Eine
mafgebliche Rolle spielen dabei Makrophagen und der von ihnen synthetisierte
Wachstumsfaktor Vascular endothelial growth factor (VEGF). Bereits vor vier
Jahrzehnten wurde ihr pro-angiogenetisches Potenzial in einer Vielzahl
experimeteller Studien beschrieben (Polverini ef al. 1977; Danon et al. 1989; Nissen
et al. 1998). Neben Makrophagen sind es auch Keratinozyten, welche VEGF am
Wundrand synthetisieren und den Prozess der Angiogenese triggern. Sobald die
Wunde mit geniligend Granulationsgewebe gefiillt ist, endet die Angiogenese und
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einige der neu gebildeten BlutgefdBle bilden sich durch Apoptose zuriick. Dieser
Vorgang wird moglicherweise durch die Matrixmolekiile Thrombospondin 1 und 2
sowie den Anti-Angiogenesefaktoren Angiostatin, Angiopoietin und Endostatin
induziert (Singer et al. 1999).

Die reparative Phase beginnt zwei bis drei Wochen nach der Verletzung und ist
durch den Abbau des Granulationsgewebes sowie der Umstrukturierung der
Kollagenvorstufen charakterisiert (Scheithauer und Riechelmann 2003). In der
dermalen EZM dominiert Typ-I-Kollagen als strukturelles Protein (Nimni 1983).
Wihrend der Wundheilung wird die tempordre Matrix, welche zu 30 % aus Kollagen
Typ-III besteht, durch eine stirkere und strukturierte Matrix ersetzt, wobei der Anteil
an Kollagen Typ-III dann auf 10 % herunterreguliert wird (Broughton et al. 2006).
Diese Remodellierung wird durch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) kontrolliert,
welche von Makrophagen, Endothelzellen sowie Fibroblasten synthetisiert werden
(Singer et al. 1999). Bei Metalloproteinasen handelt es sich um Endopeptidasen mit
einem Zink- oder Kupferion in ihrer aktiven Doméne. Zum jetzigen Zeitpunkt sind
25 MMPs bekannt, wovon 24 in Sdugetieren detektiert wurden (Gill und Parks
2008). Wie bei allen sekretierten Proteinasen, wird die katalytische Aktivitit der
MMPs an vier Zeitpunkten reguliert: Genexpression, Kompartimentalisation,
Proenzym-Aktivierung und die Enzym-Inaktivierung, welche wiederum von der
Substratverfiigbarkeit und —affinitit kontrolliert wird (Ra und Parks 2007).
Klassifiziert werden die MMPs in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und
membrangebundene MMPs gemdl3 ihrer Substratspezifitit und in Abhédngigkeit
davon, ob sie als 16sliche Proteine sckretiert werden oder an der Oberfliche der
Zellmembran gebunden sind (Quan er al. 2009). Reguliert werden sie iiber die
sogenannten Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). In den Jahren von
1985 bis 1996 wurden vier Mitglieder dieser Proteinfamilie in Séugern identifiziert
und genetisch sequenziert (Docherty et al. 1984; Pavloff et al. 1992; Greene et al.
1996). Thre Aufgabe besteht darin, die Aktivitit der MMPs und auch weiterer
Metalloproteinasen wie die A distegrin and metalloproteinase (ADAM) und A
distegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs (ADAMTS) mit einer
1:1 Stochiometrie zu inhibieren (Murphy 2011). Neben der Umstrukturierung der
extrazelluliren Matrix, differenzieren sich Fibroblasten durch TGF-B und einen
mechanischen Zug zu Myofibroblasten. Diese Zellen besitzen eine hohe kontraktile
Kraft, welche die Wundrinder zusammenfiihrt und die Wunde letztlich verschlie3t
(Hinz 2007; Li und Wang 2011). Dieser Prozess der Differenzierung wird in Kapitel
1.3.1 ausfiihrlicher beschrieben. Im weiteren Verlauf der reparativen Phase wird die
Mehrzahl an Endothelzellen, Makrophagen und Myofibroblasten apoptotisch oder
verlassen den Wundbereich, sobald der Vorgang der Kontraktion beendet ist und die
Wundoberfliche durch Epithelisation geschlossen wird (Gurtner et al. 2008;
Desmouliére ef al. 1995).
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1.2.2 Keloide und hypertrophe Narben: Pathogenese und Therapie

Wie bereits zuvor beschrieben, ist die Wundheilung im Regelfall ein sehr komplexer
und effizienter Prozess. Stérungen in diesem Prozess konnen zu fibrotischen
Erkrankungen fiihren, die eine Vielzahl von Organen betreffen konnen. Keloide und
Hypertrophe Narben stellen dabei dermatologische Beispiele dar und werden im
Folgenden genauer beschrieben.

Hypertrophe Narben und Keloide sind abnormale Hautverdnderungen, welche auf
eine gestorte Wundheilung infolge von Trauma, Entziindung oder Verbrennung
zurlickzufithren sind (Wolfram et al. 2009). Dabei sind hypertrophe Narben
typischerweise erhaben, rot oder rosafarben und gelegentlich juckend. Thr Wachstum
tiberschreitet nicht die Grenze des urspriinglichen Verletzungsgebiets, was sie
spezifisch von Keloiden unterscheidet. Keloide hingegen sind Hautverdnderungen,
welche sowohl das Hautniveau tiiberragen als auch die gesunden Hautareale
tiberwachsen. Basierend auf dem Umstand, dass dunklere Hauttypen 15 Mal haufiger
von der Keloidentstehung betroffen sind als hellhdutige Personen, wird eine
genetische Disposition priasumiert. Histologisch lassen sich zwischen Keloiden und
hypertrophen Narben eine Vielzahl von Unterschieden feststellen. In der gesunden
Haut verlaufen die Kollagenbiindel parallel zur Hautoberfliche, wohingegen in
hypertrophen Narben die Typ-III-Kollagenbiindel eine flachere Struktur aufweisen
und die Fasern in einem welligen Muster angeordnet sind. Des Weiteren sind
noduldre Strukturen mit kleinen Geféflen, feinen Kollagenfasern und o-SMA-
exprimierenden Myofibroblasten chrarakteristisch fiir hypertrophes Narbengewebe.
Diese Strukturen sind in gesunder Haut und in Keloiden nicht detektierbar. Die
Kollagenfasern sind in Keloiden iiberproportional breit und parallel in Reihen
angeordnet (Ehrlich et al. 1994; Skalli et al. 1989). Thre Synthese ist ca. 20 Mal
hoher als in unvernarbter Haut und dreimal hoher als in hypertrophen Narben
(Wolfram et al. 2009). Neben der hohen Kollagensynthese und der erhohten
Fibroblastenproliferation in Keloiden, detektierten die Arbeitsgruppen um Babu
(1989) und Oliver (1992) eine erhohte Gen- und Proteinexpression von Fibronektin
in Keloidfibroblasten (Babu et al. 1989; Oliver et al. 1992). Eine zentrale Rolle bei
der Ausbildung dieser dermalen Krankheitsbilder spielen Wachstumsfaktoren, deren
Einfliisse in einer Vielzahl von Studien untersucht wurden. Wie in Abschnitt 1.2.1
bereits beschrieben, spielt TGF-B bei der Rekrutierung von Fibroblasten und der
Kollagenproduktion im Wundheilungsprozess eine entscheidende Rolle, da nach
Abschluss der Wundheilung dessen Aktivitdt herunterreguliert wird. In keloidalem
Gewebe herrscht eine Uberproduktion von TGF-B sowie eine geringe Regulation
durch autokrine Signalmechanismen (Wolfram et al. 2009). Zusétzlich ist die Menge
an Wachstumsfaktor-Rezeptoren in Keloifibroblasten erhoht. So zeigten die Gruppen
um Bock (2005) und Chin (2001), im Vergleich zu Fibroblasten aus hypertrophem
Narbengewebe und gesundem Gewebe, eine erhohte TGF-f-Rezeptor-/I-II-mRNA-
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Ratio in Keloidfibroblasten, was die Uberexpression von Kollagen begriinden kénnte
(Bock et al. 2005; Chin et al. 2001).

Auch die Expression der fiir die Umstrukturierung der EZM verantwortlichen MMPs
und deren Gegenspielern — die TIMPs — nehmen eine integrale Rolle in der
Ausbildung von Keloiden und hypertrophen Narben ein. So soll eine verringerte
Ratio zwischen MMPs und TIMPs fiir die Keloidbildung mitunter charakteristisch
sein (Ulrich et al. 2010).

Die bisherigen Therapieoptionen zur Behandlung von Keloiden und hypertrophen
Narben sind vielfiltig. So ist bei hypertrophen Narben, verursacht durch kompliziert
verlaufende Wunden sowie einen verzogerten Wundverschluss, der chirurgische
Eingriff bisher die Therapie der Wahl (Wolfram ef al. 2009). Auch eine
Therapiekombination zusammen mit Steroiden oder Silikongel kann als effektive
Methode eingesetzt werden (Karagoz ef al. 2012). Neben den chirurgischen
MaBnahmen konnen auch nichtinvasive Therapieansdtze in Betracht gezogen
werden. So wurde die ,, pressure garments therapy“ (PGT) in den 70er Jahren durch
Berichte von Larson und Mitarbeitern populdr und war in vielen Behandlungszentren
die erste Wahl in der Therapie von hypertrophen Narben (Larson ef al. 1971; Larson
et al. 1974). Der Mechanismus ist bisher noch nicht vollig aufgeklért, jedoch wird
angenommen, dass Druck die Kollagenproduktion reduziert oder durch die
Limitierung der Blut-, Sauerstoff- und Néhrstoffzufuhr die Kollagensynthese gezielt
kontrolliert wird (Ward 1991; Puzey 2002). Neben Druck zeigte der Einsatz von
Silikongel und -auflagen (auch in Kombination) Erfolge bei der Therapie und
Pravention von hypertrophen Narben und Keloiden (Berman und Flores 1999;
Berman et al. 2007). Auf molekularer Ebene zeigten beispielsweise Kuhn und
Mitarbeiter, dass Silikonauflagen die Fibroblastenaktivitit reduzieren und die Menge
an TGF-B folglich herunterreguliert wird (Kuhn er al. 2000). Eine weitere
Behandlungsmethode stellt die intraldsionale Injektion von antimitotischen
Arzneimitteln wie Corticosteroiden, 5-Fluorouracil (5-FU), Bleomycin oder
Interferonen dar. Diese haben inhibierende Effekte auf die Fibroblastenproliferation,
die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen und/oder auf die
Kollagenproduktion/-aktivitéit (Karagoz et al. 2012). Oftmals wird die Verabreichung
von Corticosteroiden und der Einsatz eines Lasers kombiniert, da dies den
Therapieerfolg steigern kann (Goldman und Fitzpatrick 1995). Die Verwendung von
Lasern in der Behandlung von Narbengewebe begann mit Kohlendioxid-, Argon-
und Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Lasern (Nd:YAG). Bereits im
Jahr 1983 beschrieb Castro die inhibierende Wirkung durch Bestrahlung von
Fibroblasten mittel eines Nd:YAG-Lasers. Dabei detektierte er eine verringerte
Kollagenproduktion in diesen Zellen (Castro ef al. 1983). Ein Jahr spiter wurde in
diesem Zusammenhang auch eine Studie zu der Behandlung von hypertrophen
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Narben und Keloiden mittels Argon- und Kohlendioxidlasern von Henderson
veroffentlicht, in welcher die betroffenen Patienten durch die periodische
Bestrahlung eine deutliche Verbesserung des Gewebes registrierten (Henderson et al.
1984). Darauthin wurde der Effekt von gepulsten Farblasern (PDL) untersucht und
diese erzielten im Hinblick auf eine Verbesserung des Narbengewebes, Rotung,
GroBe und Flexibilitdt sowie priaventiv, vielversprechende Erfolge (Gaston et al.
1996; Shakespeare et al. 2000), worauthin weitere Studien folgten. In der
Keloidbehandlung war es die Gruppe um Apfelberg (1984), welche als Erste iiber
den Einsatz von Kohlenstoff- und Argonlasern berichtete und deren Ergebnisse keine
Verbesserung des Gewebes dokumentierten (Apfelberg er al. 1984). Es folgten
daraufhin weitere Untersuchungen sowie die Evaluation der Effizienz von Nd:YAG-
Lasern und PDLs, welche vielversprechender ausfielen (Bouzari er al. 2007). Eine
weitere Behandlungsmethode stellt die Kryotherapie dar. Im Jahr 1982 waren es
Shepherd und Dawber die diese Methode als Monotherapie bei hypertrophen Narben
und Keloiden anwandten (Shepherd und Dawber 1982). Dabei zeigte sich zunéchst
eine deutliche Verbesserung der Narben, wobei im Verlauf jedoch eine hohe
Rezidivrate beobachtet werden konnte. Die Durchfilhrung von repetitiven
Behandlungen sowie die Kombination der Kryotherapie mit intraldsionalen
Injektionen von Triamcinolon, fiihrte schlieBlich zu einer erfolgreichen Behandlung
ohne wiederkehrende Symptome (Zouboulis et al. 2002; Karagoz et al. 2012).

1.3 Fibroblasten und Myofibroblasten

Wie bereits in Abschnitt 1.2 beschrieben, spielen Fibroblasten und Myofibroblasten
eine essenzielle Rolle bei der Wundheilung. Fibroblasten sind Zellen
mesenchymalen Ursprungs und sind in nahezu allen Geweben des Organismus
lokalisiert. Sie exprimieren Vimentin, jedoch nicht Desmin oder a-SMA und spielen
in der Regulation des Umbaus der EZM eine kritische Rolle, da sie die meisten
Komponenten der EZM synthetisieren (Li und Wang 2011). Dazu gehéren
Kollagene, Proteoglykane, Fibronektin sowie Proteasen, welche zu den MMPs
gehoren und die Fiahigkeit besitzen die EZM abzubauen (McAnulty 2007). So
synthetisieren sie kontinuierlich EZM-Proteine. In diesem Zusammenhang wurde
von der Arbeitsgruppe um McAnulty (1991) ermittelt, dass eine Zelle pro Tag ca. 3,5
Millionen Prokollagenmolekiile produziert (McAnulty ef al. 1991). Die sekretierten
Molekiile werden von lysosomalen Enzymen wie Cathepsin B, D und L reguliert. In
Abhingigkeit vom Gewebetypus und dem Alter werden 10-90 % intrazellulér
abgebaut, noch bevor sie sekretiert werden (McAnulty 2007). Fibroblasten sind
morphologisch von spindelférmiger Form, aber ihre phéanotypischen Untereinheiten
reichen von den nicht-kontraktilen Fibroblasten zu den kontraktilen Myofibroblasten

mit einer Vielzahl von intermedidren Phénotypen; unter anderem den Proto-
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Myofibroblast (Desmouliere et al. 2003). Lange Zeit wurde angenommen, dass die
Erneuerung und Expansion von Fibroblasten- und Myofibroblastenpopulationen im
Wundheilungsprozess auf residente Zellen zuriickzufiithren ist. In den letzten 20
Jahren nahmen jedoch die Anzeichen dafiir zu, dass Fibroblasten/Myofibroblasten
nach Verletzungen und bei fibrotischen Erkrankungen aus diversen Quellen
hervorgehen. Dies inkludiert die Dedifferenzierung von Epithelzellen durch einen
Vorgang der als Epithelial-mesenchymale Transition bezeichnet wird sowie die
Herkunft aus Stammzellen des Knochenmarks und anderen Gewebstypen (Zavadil
und Bottinger 2005; Abe ef al. 2001; Li und Huard 2002).

Myofibroblasten wurden in den frithen 1970er Jahren von Majno und Mitarbeitern
entdeckt und ihre Fahigkeit, die Wundheilung aktiv zu fordern, aufgezeigt (Majno et
al. 1971). Sie werden phinotypisch zwischen Fibroblasten und glatten Muskelzellen
eingeordnet und ihre Synthese beginnt wédhrend der Wundheilung in der frithen
Phase der Granulationsgewebsbildung durch die Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten und endet in der spdten Heilungsphase durch Zelltod via Apoptose
(Li und Wang 2011). Sie unterscheiden sich von Fibroblasten morphologisch
aufgrund ihres kontraktilen Apparats, welcher aus Aktinbiindeln mit assoziierenden
kontraktilen Proteinen (Myosin) besteht sowie aus dem Protein a-SMA und einer
Splicevariante des Fibronektin — das Extra domain A Fibronektin (EDA-Fn).
Myofibroblasten sind in der Lage die kontraktilen Krifte iiber eine lange Zeitperiode
aufrechtzuerhalten und werden iiber Myosin-Leichtketten (myosin light chain
[MLC]) durch Tyrosin-Phosphorylierung reguliert (Chrzanowska-Wodnicka und
Burridge 1996; Kolodney und Elson 1993). Im Bereich Forschung und klinische
Diagnostik gilt das durch die TGF-B-Induktion exprimierte Protein a-SMA zurzeit
als verbindlichster Marker fiir ausdifferenzierte Myofibroblasten (Tomasek et al.
2002; Hinz 2010). Zur Unterscheidung von glatten Muskelzellen werden Desmin,
Muskelmyosin-Schwerkette, h-Caldesmon und Smoothelin als Negativmarker
verwendet (Schiirch et al. 2006). Ein weiteres Charakteristikum von Myofibroblasten
(wie auch bei glatten Muskellzellen) ist die direkte Verbindung zueinander durch
sogenannte Gap junctions (Tomasek et al. 2002). Diese wurden morphologisch
zwischen Myofibroblasten in dermalen Wunden identifiziert (Gabbiani et al. 1978)
sowie in der Cornea zwischen Myofibroblasten fibroblastiren Ursprungs (Spanakis
et al. 1998). Sie sind aus mehreren Hemikandlen zusammengesetzt und sind an der
Plasmamembran einer Zelle lokalisiert. Die benachbarte Zelle verfiigt {iber dieselbe
Anzahl an Hemikanélen, welche jedoch spiegelverkehrt an der Membran angeordnet
sind und so die Zell-Zell-Verbindungen herstellen. Diese Kanile verfiigen iiber
verschiedene, jedoch funktionell verbundene Proteine, welche als Connexine
bezeichnet werden und die bisher noch weitestgehend unerforscht sind (Tomasek e?
al. 2002). Neben der Kontraktilitdat, welche zum Wundverschluss beitrdgt, besteht
eine weitere Hauptfunktion von Myofibroblasten darin, die EZM-Proteine Kollagen
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Typ-I-VI und XVIII, Glykoproteine und Proteoglykane zu synthetisieren. AuB3erdem
sekretieren sie auch andere Komponenten der EZM wie Laminin, Thrombospondin,
Glykosaminoglykane (GAGs) und Hyaluronsdure. Wie auch Fibroblasten, stellen sie
ebenfalls MMPs und TIMPs her, welche regulatorisch auf den Metabolismus der
EZM wirken (Li und Wang 2011).

1.3.1 Die Differenzierung

Der Prozess der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten folgt einer gut
etablierten Sequenz von Ereignissen. Unter Normalbedingungen weisen Fibroblasten
nur eine geringe bis keine Anzahl von Aktin-assoziierten Zell-Zell- oder Zell-Matrix-
Kontakten auf sowie eine verringerte Synthese der EZM-Komponenten (Hinz et al.
2007). Nach einer Gewebsverletzung werden sie durch Zytokine aktiviert, migrieren
in das Verletzungsgebiet und synthetisieren EZM-Komponenten (Werner und Grose
2003). Ein weiterer wichtiger Stimulus fiir die phédnotypische Transition ist die
Anderung des mechanischen Mikroumfelds. Aufgrund einer Verletzung entsteht ein
mechanischer Stress auf Fibroblasten, welche im intakten Gewebe in der Regel durch
die strukturierte EZM geschiitzt werden. Als Antwort auf den mechanischen Stress
entsteht der Proto-Myofibroblast mit den sogenannten Stress fibres, fokalen
Adhésionen und extrazelluliren Fibronektinfibrillen (Hinz ef al. 2001). Um die
Fibronektinmenge zusétzlich zu erhohen, dndern Fibroblasten das Repertoire an
Fibronektintranskripten, um dem Zustand der frithen Embryogenese moglicherweise
nahezukommen. In der gesunden Dermis produzieren sie Fibronektin mRNA, jedoch
exklusive der zwei Splice-Segmente ED-A und ED-B (Ffrench-Constant ez al. 1989).
Wihrend der Wundheilung werden diese Proteine jedoch vermehrt exprimiert und
die Arbeitsgruppe um Serini konnte zeigen, dass EDA-FN fiir die TGF-B-induzierte
Myofibroblastendifferenzierung von essenzieller Bedeutung ist (Serini et al. 1998).
In vitro handelt es sich bei dem Proto-Myofibroblast um einen stabilen Phianotyp, der
einen Zwischenschritt zum ausdifferenzierten Myofibroblast darstellt, welcher durch
die de novo Expression des mechanosensitiven Proteins a-SMA charakterisiert ist.
Nur wenn die Substratsteifigkeit zu der Bildung von sogenannten ,, Supermature
focal adhesions* (8-30 um lang) fiihrt und folglich zur Generierung von einem
anndhernd 4-fach groferen Stress — verglichen mit den tiblichen fokalen Adhésionen
(2—6 um lang) — wird a-SMA in priexistierenden B-zytoplasmatischen Stress fibres
inkorporiert (Goffin et al. 2006). Zusammenfassend sind drei lokale Ereignisse fiir
die Generierung von o-SMA-positiven Myofibroblasten obligatorisch: die
Akkumulation von biologisch aktivem TGF-, die Prasenz von speziellen Proteinen
der EZM, wie das EDA-FN und ein erhohter extrazelluldrer Stress (Hinz ez al. 2007).
Dabei ist die autokrine Produktion von TGF-B durch undifferenzierte Fibroblasten

von hoher Wichtigkeit, um die fibrotische Aktivitdit bei Eintritt eines
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inflammatorischen Stimulus zu fordern (Schmid er al 1998). Bisher wird
angenommen, dass Myofibroblasten nach Beendigung des Wundverschlusses
apoptotisch werden, aber auch andere Ursachen konnen fiir die Reduktion der
Myofibroblastenanzahl verantwortlich sein. So wurde bereits in meheren Studien von
einer Umkehrung des Myofibroblasten-Phanotyps durch bFGF berichtet (Mattey et
al. 1997; Desai et al. 2014).

<> Fokale Adhisionen

—— Zytoplasmatisches Aktin

— oa-Smooth muscle actin
Fibronektin

~— ED-A Fibronektin

Zellkern _ ~
> ~o

Fibroblast \

Mechanischer
Zug

Ausdifferenzierter Myofibroblast

Proto-myofibroblast

TGF-B1
ED-A Fibronektin
Mechanischer Zug

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Differenzierung vom Fibroblast zum
Myofibroblast. Die detaillierte Beschreibung ist dem Text zu entnehmen.
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1.3.2 Der TGF-g-Signalweg

Wie schon in den vorausgegangenen Kapiteln erldutert und durch viele Experimente
und klinische Studien beobachtet, spielt TGF-§ eine Schliisselrolle in der in vivo und
in vitro Differenzierung des Myofibroblasten-Phinotyps (Vaughan et al. 2000).

TGF-p (latent)

TGF-p (aktiviert)

TGF-B RII TGF-B RI
TGF-B RII
PLrP
Smad 7 R-Smad
(Smad 2/3)
R-Smad P
(Smad 2/3)
Smad 4
R-Smad P Zellkern
(Smad 2/3)
Smad 4
Y 4
Y Y

Abbildung 3: Schematische Darstellung des TGF-p-Signalwegs iiber SMAD-Proteine.
Die detaillierte Beschreibung ist dem Text zu entnehmen.
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Die TGF-B Superfamilie beinhaltet eine Vielzahl von Proteinen (nahezu 30 in
Sdugern) und ist fiir eine Reihe von physiologischen Prozessen verantwortlich, wie
die Embryogenese, Homoostase, Chemotaxis und der Zellzyklus. Dabei stellen TGF-
B1, TGF-B2 und TGF-B3 die Prototypen der TGF- Superfamilie dar (Leask und
Abraham 2004). Sie werden alle als latente Vorldufer-Komplexe synthetisiert, wobei
TGF-B aufgrund nicht-kovalenter Bindungen der Propeptide (latency-associated
peptide [LAP]) nicht an den Rezeptor binden kann. Ein weiterer Bestandteil des
latenten Komplexes ist das sogenannte ,, latent-TGF-f-binding protein“ (LTBP-1, -3,
-4) mit einem Molekulargewicht von 125-210 kDa (Annes et al. 2003; Leask und
Abraham 2004). Der LTBP-TGF-B-Komplex ist vorwiegend in der Matrix
lokalisiert, wobei die amino-terminale Region von LTBP-1 durch Transglutaminasen
kovalent an Proteine der EZM gebunden ist. Die Aktivierung wird durch den Schnitt
der carboxy-terminalen Proregion, an welche LTBP gebunden ist, von der amino-
terminalen Region initiiert. TGF-B-Aktivatoren sind unter anderem Proteine, die eng
mit dem Prozess der Wundheilung assoziiert sind, wie die Plasminproteasen MMP-2,
-9 und Thrombospondin (Schultz-Cherry und Murphy-Ullrich 1993; Yu und
Stamenkovic 2000).

Sobald TGF-B aktiviert wird, bindet es an einen heteromeren Rezeptorkomplex,
welcher aus einem TGF- Typ-I- und einem TGF-f Typ-II-Rezeptor besteht. Die
Bindung des Liganden an den Rezeptor Typ-II fiithrt zur Autophosphorylierung der
zytoplasmatischen Doméne, worauthin die GS-Doméne des Typ-I-Rezeptors durch
die aktive T-BR-II-Kinase phosphoryliert wird und es folglich zu einer Rekrutierung
seinerseits kommt. Beide dieser Rezeptoren zeigen eine Tyrosinkinase-Aktivitdt auf
und leiten das Signal intrazellulér iiber Proteine der SMAD-Familie weiter (Roberts
1999; Derynck und Feng 1997). Ihr Name setzt sich aus dem Protein mother against
decapentaplegic (MAD) und dem Protein small body size (SMA) zusammen. Sie
werden in drei Subgruppen unterteilt: die rezeptorregulierten R-SMADs (SMADI, -
2, -3, -5 und -8), die Co-SMADs (SMAD4) und die inhibitorischen SMADs
(SMAD6 und -7). Die R-SMADs werden vom Rezeptor Typ-I direkt an ihrem
COOH-Terminus phosphoryliert, was in dem Signalweg zu einer Vielzahl von
Reaktionen fithren kann. So wird sowohl ihre Freisetzung vom Rezeptorkomplex
induziert als auch die vom Protein SMAD Anchor for receptor activation (SARA),
dessen Funktion es ist, die SMADs zur Zellmembran zu rekrutieren. Die
Phosphorylierung stimuliert auflerdem, dass die R-SMADs als heterodimere
Komplexe zusammen mit den sogenannten Co-SMADs (einzig Smad4) in den
Nukleus gelangen. Dort assoziieren sie mit einem der vielzdhligen DNA-
Bindungspartnern, sowie Co-Aktivatoren und Co-Repressoren und regulieren
dadurch die Genexpression positiv und/oder negativ. Die Antagonisten zum TGF-f-
Signalweg stellen die inhibitorischen SMADs mit SMADG6 und -7 dar (Attisano und
Wrana 2002; Feng und Derynck 2005).
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Die Phosphorylierung am C-terminalen Ende durch den Rezeptor Typ-I ist das
Schliisselereigniss der SMAD-Aktivierung; dennoch spielen auch andere Kinase-
Signalwege eine Rolle in der Regulation der SMAD-Signalkaskade. So beeinflusst
der ERK-Signalweg, stimuliert durch die Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren
und/oder RAS, die R-SMADs. Dabei phosphoryliert ERK die MH1-Doméne von
SMAD?2 und die Bindungssegmente von SMAD1, SMAD2 und SMAD3 (Funaba et
al. 2002; Kretzschmar et al. 1999).

Es wurde in der Vergangenheit aufgezeigt, dass wiederum TGF-f SMAD-
unabhingig Kinase-Signalwege aktivieren kann, wie die 7GF-f-associated kinase 1
(TAK1), ERK, p38 MAPK, AKT und small GTPase (Mu et al. 2012). So wird der
ERK-MAPK-Signalweg von Wachstumsfaktoren wie TGF-f und dem Proto-
Onkogen Rat sarcoma (Ras), welche in Krebszellen hochreguliert sind, aktiviert
(Dhillon et al. 2007). Der molekulare Mechanismus war noch weitestgehend
unbekannt, bis die duale Spezifitit der TGF-B-Rezeptoren identifiziert wurde, in der
sie sowohl als Tyrosin-Kinase als auch als Serin/Threonin-Kinase agieren. Seitdem
werden neue Erkenntnisse iiber die Rolle von ERK auf die TGF-B-induzierte SMAD-
Signalkaskade gewonnen, welche sowohl als positiv- als auch als negativ-regulierend
beschrieben werden (Feng und Derynck 2005; Hayashida ez al. 2003). Im Jahr 2011
beschrieb die Gruppe um Bandyopadhyay (2011) sogar eine selektive Aktivierung
von ERK1/2 in dermalen Zellen, welche von der Stirke der TGF-B Typ-II-Rezeptor-
Expression abhédngig ist (Bandyopadhyay et al. 2011). Neben des ERK-Signalwegs
aktiviert TGF-B auch die TAK1-, p38- und JNK-MAPK-Signalwege, welche in der
Regulation von Apoptose, Migration und der epithelial-mesenchymalen Transition
von Bedeutung sind. Dieser Vorgang erfolgt durch SMAD7, welches neben der
inhibierenden Funktion auf den SMAD-Signalweg auch die Rolle eines
Adapterproteins einnimmt und mit TAK1, MKK3 und p38-MAPK assoziiert ist
(Sorrentino et al. 2008; Yamashita e al. 2008; Landstrom 2010; Heldin ez al. 2009).
Die Stirke der SMAD7-Expression soll ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung des TGF-B-small-GTPase(Cdc42)-Signalwegs in
Prostatakarzinomzellen spielen (Edlund ez al. 2002; Edlund ef al. 2004).

1.3.4 Die Rolle der NADPH-Oxidase 4

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind aus Sauerstoff hervorgegangene Molekiile,
wie Sauerstoffradikale [Superoxide (O,), Hydroxyle (*OH), Peroxyle (RO,*) und
Alkoxyle (ROe)] sowie Molekiile, die oxidierend wirken und/oder in Radikale
konvertiert werden konnen, wie Ozon (O3), singulett Sauerstoff ('O,) und
Wasserstoffperoxid (H,O;). Die ROS-Generierung ist eine Reaktionskaskade, welche
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thren Anfang bei der Entstehung von Superoxiden hat. Diese dismutieren
anschlieBend rapide zu Wasserstoffperoxid. Die Reaktion verlduft entweder spontan,
durch die Anderung des pH-Werts oder katalysiert durch die Superoxid-Dismutasen
(SOD), welche essenzielle ROS-Fianger der Zelle darstellen. Reaktive
Sauerstoffspezies interagieren mit einer Vielzahl von Molekiilen. Zum einen mit
anorganischen Molekiilen zum anderen auch mit Proteinen, Lipiden und
Nukleinsduren, wodurch deren Funktionen irreversibel gestort oder gar vollstindig
gehemmt werden konnen (Bedard und Krause 2007). Somit wurden ROS als
hauptmitwirkende Subtanzen identifiziert, die in biologischen Organismen
erhebliche Schéden verursachen konnen und besonders im Hinblick auf die
Zellalterung eine entscheidende Rolle spielen (Beckman und Ames 1998). Ihre
physiologische Generierung erfolgt als Nebenprodukt durch biologische Reaktionen,
die beispielsweise in Mitochondrien, Peroxisomen, Cytochrom P-450 und anderen
zelluldren Bestandteilen stattfinden (Balaban ez al. 2005; Gonzalez 2005; Schrader
und Fahimi 2004).

Die phagozytire NADPH-Oxidase war das erste identifizierte Beispiel flir ein
System, welches ROS nicht als Nebenprodukt generiert, sondern dessen primére
Aufgabe die ROS-Generierung ist. Im menschlichen Genom sind bisher sieben
homologe NOX-Proteine bekannt: NOX1-NOX5, DUOX1 und DUOX2. Sie alle
sind Transmembranproteine, die Elektronen {iiber eine biologische Membran
transportieren, um Sauerstoff zu Superoxidanionen zu reduzieren. Die einzelnen
Isoformen unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer Expressionsstirke, der
Expressionskontrolle, der organspezifischen Expression, der Art der ROS-
Freisetzung und in der Kontrolle ihrer Aktivitdt. Als natives Monomer sind sie
inaktiv und benétigen fiir ihre Reifung, Stabilisierung, Hdm-Inkorporation und den
korrekten Transport zum Aktivitdtsort Interaktionspartner (Brandes et al. 2014).
NOXI1, NOX2 und NOX3 interagieren mit dem kleinen Transmembranprotein
p22phox (Nakano et al. 2007; Ambasta ef al. 2004). Die NOX4 interagiert ebenfalls
mit diesem Protein, jedoch hat sie im Vergleich zu den anderen NADPH-Oxidasen
spezifische Charakteristika (Martyn et al. 2006). Bei ihr handelt es sich um ein 578
Aminosduren-groes Protein, welches stark im Nierengewebe, Fibroblasten,
glomeruldren Mesangiumzellen und Podozyten exprimiert wird (Bondi et al. 2010;
Shiose et al. 2001; Gorin et al. 2003). Es weist eine 39 %-ige Ubereinstimmung zu
der phagozytiren NOX2 auf und verfiigt iiber Bindungsstellen fir NADPH, FAD
und Hdm. Im Vergleich zu den anderen NOX-Isoformen benétigt sie zur Aktivitit
jedoch lediglich p22phox als Heterodimerisierungspartner und keine zytosolischen
Untereineiheiten. Des Weiteren verfiigt die NOX4-Dehydrogenasedoméne iiber eine
spezifische Konformation, welche den spontanen Elektronentransfer von NADPH zu
dem Flavin-Adenin-Dinukleotid ermdglicht, was die NOX4 als ein konstitutiv
aktives Enzym auszeichnet. Somit erfolgt ihre Regulation tber die Sarke der
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Expression, wobei die Menge an FAD als limitierender Faktor eingestuft wird
(Nisimoto et al. 2010 A; Nisimoto et al. 2010 B). Der Grad der Expression wird
durch die Bindung von Agonisten, wie TGF-f3, Angiotensin II, Insulin oder /nsulin
like growth factor (IGF) hochreguliert, wodurch die NOX4 eine pradominante Rolle
in der Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten einnimmt.

0, 0;-
NADPH FAD Fe?
) C C p 2 2 phox
NADP+ FADH,; B

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der NOX4.

ER & Kernmembran

So wurde bereits hinreichend etabliert, dass TGF-f als potentester profibrotischer
Faktor die NOX4- und ROS-Produktion in einer Vielzahl von Zelltypen, wie glatte
Muskelzellen, Endothelzellen, Hepatozyten und Fibroblasten erhéht (Bondi et al.
2010; Hecker et al. 2009; Cucoranu et al. 2005; Sturrock et al. 2006; Hu et al. 2005).
Die Position der NOX4 ist in den diversen Signalwegen jedoch nicht eindeutig
definiert und unterscheidet sich gewebsspezifisch. So wird zum einen dariiber
berichtet, dass die NOX4 in glatten Muskelzellen der Lunge und in Fibroblasten der
Niere den TGF-B-Signalmediatoren Smad2/3 nachgelagert lokalisiert ist und der
ERK1/2-Signalweg in einer Redox-abhéngigen Weise involviert ist (Sturrock et al.
2006; Bondi et al. 2010). Zum anderen zeigt eine Studie von Cucoranu an
Fibroblasten des Herzes, dass die Aktivierung von Smad2/3 von den NOX4-
generierten ROS abhéngig ist, was auf eine reziproke Abfolge der Signalkaskade
hindeutet (Cucoranu et al. 2005). In einer Studie von Haurani wird auBBerdem von
einem negativen feedback-loop der NOX4-Expression in adventitiellen
Myofibroblasten berichtet (Haurani et al. 2008).

1.4 Licht

Das Spektrum der elektromagnetischen Strahlung, welches fiir das menschliche Auge

sichtbar ist, erstreckt sich tiber einen Wellenldngenbereich von 400—700 nm. Zu den fiir

das menschliche Auge nicht sichtbaren Wellenldngen gehoren die Radiowellen,

Mikrowellen, Infrarotstrahlung, UV-Strahlung, Rontgenstrahlung und Gammastrahlung.

Die spektrale Verteilung der auf der Erde eintreffenden Strahlung gliedert sich in 3-7 %
UV Strahlung (290400 nm), 44 % sichtbares Licht (400-700 nm) und 53 %
Infrarotstrahlung (700—1440 nm) (Mahmoud ef al. 2008; Frederick et al. 1989). Geméil

der International Comission on I[llumination (CIE) wird die UV-Strahlung in
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Abhidngigkeit ihrer Wellenldnge in drei Bereiche kategorisiert: die kurzwellige UVC-
Strahlung (100-280 nm), die UVB-Strahlung (280-315 nm) und die langwellige UVA-
Strahlung (315400 nm). Die Ozonschicht absorbiert Strahlung bis zu einer
Wellenlédnge von 310 nm, sodass 95 % der UVB-Strahlung und die gesamte UVC-
Strahlung nicht auf die Erdoberfliche treffen (Svobodova ef al. 2006; Matsumura und
Ananthaswamy 2004)

uv Licht IR-A
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Eindringtiefe von elektromagnetischer
Strahlung in die Haut.
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Der Einfluss von Strahlung auf zellbiologische Prozesse im Gewebe hédngt von
mehreren Variablen ab. So sind neben der Wellenldnge der Strahlung auch die Dosis,
die Charakteristika des Gewebes und die Verteilung und Konzentration von endogenen
Chromophoren wichtige Faktoren. Sobald Photonen in die Haut eindringen, werden sie
von zelluldren Molekiilen wie Chromophoren oder Photosensibilisatoren absorbiert und
eine Serie von biologischen Reaktionen wird eingeleitet. UV-Strahlung kann Schiden in
zwei unterschiedlichen Mechanismen induzieren. Zum einen kann eine direkte
Absorption der Photonen durch Chromophore erfolgen, was zu photo-induzierten
Reaktionen fiihrt und ein Beispiel fiir die Schidigung von DNA-Basen darstellt. Zum
anderen kann eine Schaddigung auch indirekt durch endogene oder exogene
Photosensibilisatoren erfolgen. Durch die Absorption der Energie des Photons dndert
sich die Konformation der Elektronen innerhalb der Chromophore/Photosensibilisatoren
und sie gehen in einen angeregten Singulettzustand tiber. In diesem Zustand kann das
Molekiil Fluoreszenz emittieren, seine Energie in Form von Hitze abgeben, durch eine
photochemische Reaktion Photoprodukte erzeugen oder in einen Triplettzustand
iibergehen. In diesem langlebigen Zustand emittiert das Molekiil Phosphoreszenz,
reagiert photochemisch oder geht in den Grundzustand iiber. Ein zelluldrer Schaden
durch einen angeregten Photosensibilisator kann auf zwei unterschiedlichen
Hauptwegen erfolgen, welche als Typ-I- und Typ-II-Reaktionen bezeichnet werden und
von den chemischen Eigenschaften der Photosensibilisatoren abhéngig sind. Bei dem
Typ-I-Mechanismus findet ein Elektronentransfer durch eine direkte Interaktion
zwischen dem erregten Photosensibilisator und anderen Biomolekiilen statt, was in einer
Bildung von freien Radikalen resultiert, bei dem kein Sauerstoff bendtigt wird. Der
Typ-II-Mechanismus umfasst den Energietransfer eines erregten Photosensibilisators zu
molekularem Sauerstoff, was zur Bildung von ROS fiihrt (Svobodova et. al. 2006;
Pattison und Davies 2006).

Eine Vielzahl von Biomolekiilen, wie Nukleinsduren, aromatische Aminosiuren,
NADH und NADPH, Hime, Quinone, Porphyrine, Carotinoide und 7-
Dehydrocholesterol absorbieren Licht im UVB-Bereich (Trautinger 2001). Bei Flavinen
handelt es sich um gelbe Verbindungen mit einer Basisstruktur von 7,8-dimethyl-10-
alkylisoalloxanzin, welche in vielen biochemischen Reaktionen als Coenzyme und
Photoakzeptoren eine Rolle spielen. Das Riboflavin, der Vorldufer von allen biologisch
relevanten Flavinen, wurde erstmals im Jahr 1879 als gelbes Pigment der Kuhmilch
identifiziert und Laktochrom benannt (Blyth 1879). Seit der Entdeckung und
Charakterisierung von Riboflavin und dessen Derivaten Flavinmononukleotid (FMN)
und FAD wurde auch ihre Fihigkeit identifiziert, in Prozessen mit sowohl einem als
auch zwei Elektronentransfers beteiligt zu sein. Dies bedeutet, dass sie in drei
verschiedenen Redoxstadien existieren konnen: oxidiert, ein-Elektron-reduziert

(semiquinone) und zwei-Elektronen-reduziert (fully-reduced).
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Die Photochemie von Flavinen ist seit nun mehr als 50 Jahren Gegenstand intensiver
Forschung. Das Absorptionsspektrum von Flavinen in wissriger Losung erstreckt sich
iiber einen Wellenldngenbereich von 220—445 nm mit vier Maximas bei 220, 265, 375
und 445 nm. Prizise Angaben tiber ihre Absorptionsmaxima sind jedoch abhingig von
der Beschaffenheit des Flavin-Chromophors. In erster Linie sind photochemische
Reaktionen von Flavinen intra- und intermolekulare Photoreduktionen, intra- und
intermolekulare Photoadditionen und intra- und intermolekulare Photodealkylationen.
Die Art und das Ausmal} einer solchen photochemischen Reaktion ist abhingig von
Faktoren wie: pH des Mediums, die Art und Zusammensetzung des Puffers,
Ionenstédrke, Sauerstoffgehalt und Lichtintensitdten/Wellenldngen (Ahmad ez al. 2004;
Ahmad et al. 2005; Ahmad et al. 2006; Schuman Jorns et al. 1975).

1.4.2 Effekte von Licht auf zellulire Prozesse der Haut

Die Bildung eines auf die Vasodilatation von BlutgefiBlen beruhenden Erythems, oft
gefolgt von der Entstehung eines Sonnenbrands und Odemen, stellt ein friihes
entziindliches Ereignis der Haut als Folge einer erhohten UV-Exposition dar
(Clydesdale et al. 2001; Matsumura und Ananthaswamy 2004). Die Effekte von UVB-
Strahlung auf die Haut sind tberwiegend auf eine direkte DNA-Schidigung
zurlickzufiihren, wohingegen die Schiadigung durch UV A-Strahlung indirekt durch die
Entstehung von ROS verursacht wird.

Auf molekularer Ebene ist ein Kurzzeiteffekt durch UVB-Bestrahlung die Induzierung
von mutagenen Photoprodukten oder DNA-Lisionen in Form von Dimeren, da
Nukleinsduren Licht im Wellenldngenbereich von 245-290 nm absorbieren. Es
existieren zwei Formen dieser Dimere: zum einen die Cyclobutan-Dimere (CPDs)
zwischen den Resten benachbarter Thymine (T) oder Cytosine (C) und zum anderen
Pyrimidin-Photoprodukte zwischen benachbarten Pyrimidinresten (Tornaletti und
Pfeifer 1996). Alle dermalen Zellen sind mit Reparatur- und Schutzmechanismen gegen
die Ausbildung von Mutationen und Krebszellen equipiert. Einer dieser Mechanismen
ist der Ubergang zu einem Wachstumsarrest gefolgt von der DNA-Reparatur. Ein
anderer Mechanismus ist der programmierte Zelltod durch Apoptose. In beiden
Mechanismen spielt das Protein p53 eine zentrale Rolle (Matsumura und
Ananthaswamy 2004). So wird infolge einer DNA-Schidigung die Transkription von
p53 hochreguliert und durch die Phosphorylierung von Serin 15 und Serin 20 aktiviert
(Prives und Hall 1999). Die Akkumulation des aktivierten pS3-Proteins induziert einen
Zellzyklusarrest in der G1-Phase, welcher der Zelle die Reparatur der geschiadigten
DNA ermoglicht, bevor sie in der S1-Phase repliziert wird (Huang et al. 1996). Ist der
DNA-Schaden durch die Lichtexposition zu gravierend und irreparabel, werden zur
Entfernung der betroffenen Zellen apoptotische Signalwege eingeleitet. Als ein
Transaktivator der Transkription ist p53 in der Lage die Apoptose durch die
Hochregulierung von proapoptotischen Genen wie Bax, Fas/Apo-1 zu induzieren, oder
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auch die Expression von antiapoptotischen Genen, wie die aus der Bcl-2-Famile,

herunter zu regulieren.

Die ROS-induzierte Hautschiddigung durch UV-Strahlung ist auf ein Ungleichgewicht
zwischen der durch Keratinozyten- und Fibroblasten-generierten ROS und antioxidativ-
wirkenden Bestandteilen der Zelle (Ascorbat, Tocopherol, Ubichinol, Glutathion,
Catalase, Superoxiddismutase, Thioredoxinreduktase, Glutathionperoxidase)
zurlickzufithren. Durch UVA/B-Strahlung werden ROS durch die Reaktion der
Photonen mit endogenen Photosensibilisatoren der Haut iiberproduziert, was zu einem
Ungleichgewicht fiihrt. Dieses Ungleichgewicht wird auch als “oxidativer Stress®
bezeichnet (Svobodova et al. 2006). UVA-Strahlen haben dabei einen stdrkeren
Einfluss auf die Erhohung des oxidativen Stresses als UVB-Strahlen und fithren zu
Schiadigungen von DNA, Proteinen, Lipiden und zu einer Depletion von NADH, was in
einen Energieverlust der Zelle resultiert (Halliday 2005).

Eine Lichtexposition iiber einen ldngeren Zeitraum oder wiederholend fithrt zu einer
sukzessiven Verschlechterung der kutanen Struktur und Funktion. Diese resultiert aus
kumulativen DNA-Schidigungen und den Effekten der chronischen Entziindung. Diese
aktinischen Schdden koénnen schlieBlich zu der Entstehung von Hautkrebs fiihren,
welcher ein mehrstufiger Prozess der Mutations-Induktion und der Verlust der

Immuniiberwachung ist.

1.4.3 Effekte von blauem Licht auf zellulire Prozesse

Das Spektrum blauen Lichts erstreckt sich tiber einen Wellenldngenbereich von 400—
500 nm. Im Vergleich zu Studien mit Licht im UV-Bereich, sind die Erkenntnisse iiber
die Effekte blauen Lichts auf Wundheilungsparameter und deren molekulare
Mechanismen, die diesen Effekten zugrunde liegen, noch weitestgehend unerforscht.
Bisher wird blaues Licht in der Dermatologie zur Behandlung von Erkrankungen wie
Akne (Wheeland und Dhawan 2011; Gold et al. 2011), Psoriasis (Pfaff et al. 2015) und
atopischer Dermatitis (Becker et al. 2011) eingesetzt. In den vergangenen Jahren
wurden die Effekte von blauem Licht auf Wundheilungsprozesse sowie auf die dafiir
essenziellen Zelltypen intensiver studiert. So zeigte im Jahr 2004 die Arbeitsgruppe um
Wataha eine verminderte Zellverdopplungszeit in aneuploiden Lungenfibroblasten aus
Méusen, humanen Mammakarzinomzellen und Keratinozyten aus
Plattenepithelkarzinomen, welche mit der Aktivitdt der Succinat-Dehydrogenase (SDH)
korrelierte (Wataha et al. 2004). In Lungenfibroblasten, Keratinozyten der Vorhaut- und
Gingivafibroblasten wurde allerdings eine Erhohung der SDH-Aktivitdt in Korrelation
zu der Zellverdopplungszeit detektiert. Eine Hypothese, die diese Ergebnisse elaboriert,
war die mogliche Modifizierung innerhalb der Atmungskette, da in der SDH ein Flavin-
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Molekiil integriert ist und dieses blaues Licht absorbiert. Aufgrund der toxischen
Wirkung von UV-Strahlung stand auch eine moégliche Toxizitdt von blauem Licht auf
unterschiedliche Zelltypen im Fokus von diversen Forschungsgruppen. So untersuchten
die Arbeitsgruppen um Opldnder und Liebmann den Einfluss von blauem Licht der
Wellenldngen 410, 420, 453 und 480 nm auf dermale Fibroblasten, Keratinozyten und
Endothelzellen. Bei den Wellenldngen von 410-430 nm fiihrte die Bestrahlung mit
hohen Dosen zu einer Verringerung der Zellzahl. Im Kontrast dazu konnte bei einer
Wellenldnge von 453 nm keine signifikante Verringerung der Zellzahl detektiert
werden. Sogar eine Erhohung der Zellzahl konnte mit einer Bestrahlung von 480 nm
beobachtet werden (Oplénder et al. 2011; Liebmann et al. 2010). In Keloidfibroblasten
filhrte eine Bestrahlung mit blauem Licht zu keiner signifikanten Verédnderung der
Zellzahl (Bonatti et al. 2011). Im Jahr 2008 untersuchte die Gruppe um Taoufik den
Effekt von blauem Licht auch an Gingivafibroblasten. Dabei konnte kein Kurzzeiteffekt
in Form von DNA-Doppelstrangbriichen durch die Bestrahlung detektiert werden,
jedoch eine Hemmung der Proliferation iiber einen ldngeren Zeitraum (Taoufik ez al.
2008).

Neben der Toxizitdt und dem Proliferationsverhalten wurde auch aufgezeigt, dass
blaues Licht zu einer erhohten Generierung von ROS fiihrt. So konnten Godley und
Mitarbeiter neben dem toxischen Effekt in Pigmentepithelzellen auch mitochondriale
DNA-Lisionen sowie eine erhohte Generierung von  Singulettsauerstoff,
Superoxidanionen und Hydroxylradikalen detektieren (Godley et al. 2005). Die
Bestrahlung mit Wellenldgen von 410, 415 und 420 nm fiihrten bei dermalen
Fibroblasten ebenfalls zu einer dosisabhéngigen Generierung von ROS (Oplénder et al.
2011; Mamalis ef al. 2015). Neben der erhohten ROS-Produktion bewirkte die
Bestrahlung auch eine erhohte nicht-enzymatische Generierung von Stickstoffmonoxid
(NO), wodurch die Differenzierung von Keratinozyten angeregt wurde (Liebmann ef al.
2010). Auch das Differenzierungsverhalten von Fibroblasten zu Myofibroblasten wurde
unter Einfluss von blauem Licht (420 nm) untersucht. Die Bestrahlung von TGF-3-
aktivierten Fibroblasten mit subletalen Dosen fiihrte dabei zu einer verringerten
Expression des Myofibroblastenmarkerproteins a-SMA (Taflinski ez al. 2014).

Welchen Einfluss blaues Licht auf die verschiedenen Stoffwechselprozesse von Zellen
hat scheint somit von diversen Faktoren abhingig zu sein. So unterscheiden sich die
Effekte in Abhingigkeit von der Wellenlédnge, der Dosis und der Zelle.
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1.4.4 Licht in der medizinischen Anwendung

Die biologische Wirkung von sichtbarem Licht wird heutzutage in der Dermatologie
vielschichtig genutzt. Die Intense pulsed light-Therapie (ILP) wurde erstmalig im Jahr
1994 angewendet. Dabei handelt es sich um eine Methode, die durch die Verwendung
von polychromatischem Licht im Wellenlingenbereich von 515-1200 nm
charakterisiert ist und zur Behandlung von vaskuldren Anomalien angewendet wird.
Eine weitere Behandlungsmethode ist die Low-level light therapy (LLLT). Im
Unterschied zu der IPL-Therapie wird bei ihr monochromatisches Licht in Form von
nicht-kohdrenten LEDs (Light-Emitting Diodes) genutzt. Durch ihre geringe Intensitét
und der folglich geringeren Temperaturschwankungen induziert sie biologische Effekte,
ohne dass der Patient Unbehagen wihrend und nach der Behandlung verspiirt. Sie wird
bisher vorwiegend zur Wundheilung und zur Haarwuchsstimulation eingesetzt. Die
Photodynamische Therapie (PDT) basiert auf der Induktion einer photochemischen
Reaktion iiber einen Photosensibilisator. Die Behandlung mit der PDT fiihrt zu der
Generierung von ROS und folglich zur Apoptose der betroffenen Zellen. In der
Dermatologie ist der am hdufigsten verwendete Stoff die Delta-Amino-Lévulinsdure
(ALA), welche dafiir sorgt, dass der eigentliche Photosensibilisator Protoporphyrin IX
(PpIX) tiber die Ham-Biosynthese generiert wird. Fiur die PDT wird Licht
verschiedenster Quellen genutzt. Neben Breitbandlampen kénnen auch Laser und LEDs
eingesetzt werden, wobei dies vom Emissionsspektrum, der Irradianz, der rdumlichen
Verteilung und der Leistungskonstanz abhingig ist. Die Hauptanwendungsgebiete der
PDT sind aktinische Keratosen und Morbus Bowen (Mahmoud ez al. 2008). Eine
weitere lichtbasierte Therapieform ist die Psoralen plus ultraviolet A-Therapie (PUVA),
welche bei Storungen der Haut wie z.B. Psoriasis, Dermatitis und Vitiligo angewendet
wird. Unter der Verwendung des Wirkstoffs Psoralen sensibilisiert sich die Haut fiir die
eingesetzten UV-Strahlen, wodurch deren Effekte auf den Zellstoffwechsel intensiviert
werden (Matsumura und Ananthaswamy 2004).
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Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, welche molekularen Mechanismen in
der durch blaues Licht der Wellenlinge 453 nm  hervorgerufenen
Differenzierungshemmung von Fibroblasten zu Myofibroblasten beteiligt sind.

Es sollen folgende Aspekte analysiert werden:

1. Der Einfluss von blauem Licht auf die Myofibroblastendifferenzierung durch die
quantitative Bestimmung des Myofibroblastenmarkerproteins a-SMA.

2. Die Ermittlung einer moglichen Induktion der ROS-Generierung durch blaues
Licht.

3. Der Effekt von ROS und Antioxidantien auf die Myofibroblastendifferenzierung
durch die quantitative Bestimmung des Myofibroblastenmarkerproteins a-SMA.

4. Die Auswirkungen der Bestrahlung auf die Aktivitdit der ROS-generierenden
NOX4 sowie auf die Menge an intrazelluldarem FAD.

5. Der Einfluss von blauem Licht auf die Expression der im
TGf-B-Signalweg involvierten Enzyme/Proteine/Rezeptoren

6. Die Analyse der ATP-Generierung unter Einfluss von blauem Licht.

Die durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnisse dienen der Aufkldrung des
molekularen Mechanismus der Differenzierungsinhibition durch blaues Licht. Die
Identifizierung der beteiligten Faktoren wird als Basis zur Entwicklung neuer
therapeutischer Behandlungsmoglichkeiten gegen profibrotische Erkrankungen dienen.
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3.1 Verbrauchsmaterial

3 Material

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Reaktionsgefifle (Safe-Lock Tubes™ 1,5
ml)

12-well-Platte (12-well CELLSTAR® Tissue
Culture Plates)

15 ml Falcons

2 ml Reaktionsgefile (Safe-Lock Tubes™ 2,0
ml)

24-well-Platte (24-well CELLSTAR® Tissue
Culture Plates)

50 ml Falcons

6-well-Platte (CytoOne 6-well TC plate)

96-well-Platte (GREINER 96-Well CELLSTAR®
Tissue Culture Plates)

Einwegskalpel
FACS Reaktionsgefifie (FALCON® 5 ml)
Handschuhe (Micro-Touch® Nitra-Tex®)

Kryogefifie (Cryo.s™ 2 ml)

Nitrocellulose Blotting-Membran Porengréfie 0,2
pm

Pasteurpipetten aus Glas (ISO 7712)

Petrischalen 100 x 20 mm

Sterilfilter (Millex®-GS 0,22 pm)

Stripetten (10 ml Corning® Costar® Shorty
Stripette® Serological Pipets)
Stripetten (25 ml Corning® Costar® Shorty
Stripette® Serological Pipets)
Stripetten (5 ml Corning® Costar® Shorty
Stripette® Serological Pipets)

T75er Flaschen
Whatman Papier
Zellschaber (28 cm)

Zellsieb 70 um

Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich

Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich

STARLAB GmbH; Hamburg; Deutschland
Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich

Feather Safety Razor Co., Ltd.; Osaka; Japan
BD Bioscience; Heidelberg; Deutschland
Ansell GmbH; Miinchen; Deutschland

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich
peqlab  Biotechnologie =~ GmbH;  Erlangen;
Deutschland

BRAND GmbH + CO KG; Wertheim;
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich

MERCK Millipore; Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

CELLSTAR® Cell Culture Flasks 75 cm? red
filter cap

Bio-Rad  Laboratories GmbH; Miinchen;
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH; Kremsmiinster;
Osterreich

BD Bioscience; Franklin Lakes; Vereinigte
Staaten
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3.2 Material

Tabelle 2: Auflistung des verwendeten Materials

Becherglas (50 / 100 / 250 ml)
Casting Frames

Casting Stands
Flaschen (250 / 500 / 1000 ml)

Glasplatten (1 mm) mit Spacer
Kamme (10er/ 15er)

Kiivetten ( Glas; 10,00 mm)
Neubauer Zihlkammer
Zylinder (500 / 100 / 50 ml)
Zylinder (Kunststoff; 1000 ml)

3.3 Geriite

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Geriite

Abzug
Blotter

Brutschrank

Durchflusszytometer FACS Calibur
Eisschrank Revco Ultima

Eppendorf Research® fix 10 - 100 ul
Eppendorf Research® fix 100 - 1000 pl
Eppendorf Research® fix 0,5 - 10 pl
Geldokumentationsanlage

Heizbad

Heizblock

Kryo-Einfriergerit

Kiihlschrank

LED-Array (453 nm)

Magnetrithrer (IKA® RET control/t IKAMAG®

safety control)
Mikroskop Zeiss Axiovert 40

Multiplattenlesegerdit VICTOR™ V Multilabel

Counter model 1420
MyCycler

3 Material

Schott AG; Mainz; Deutschland

Bio-Rad  Laboratories GmbH; Miinchen;
Deutschland

Bio-Rad  Laboratories GmbH; Miinchen;
Deutschland

Schott AG; Mainz; Deutschland

Bio-Rad  Laboratories GmbH; Miinchen;
Deutschland

Bio-Rad  Laboratories = GmbH; Miinchen;
Deutschland

Hellma® Analytics GmbH & Co. KG; Miillheim;
Deutschland

LO Laboroptik; Friedrichsdorf; Deutschland
VWR®; Darmstadt; Deutschland
VITLAB GmbH; Grossostheim, Deutschland

Waldner Laboreinrichtungen GmbH & Co. KG;
Wangen; Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland

BD Bioscience; Heidelberg; Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland

Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland

Bio-Rad  Laboratories
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland

Schmidt Laborgerdite GJM Handel und Service
GmbH; Wien; Osterreich

Nalge Nunc International; Rochester (NY);
Vereinigte Staaten

Philips GmbH Innovative Technologies; Aachen;
Deutschland

IKA®-Werke GmbH & Co. KG; Staufen;
Deutschland

Carl Zeiss AG; Oberkochen; Deutschland

GmbH;  Miinchen;

Perkin Elmer; Waltham; Vereinigte Staaten

Bio-Rad  Laboratories = GmbH;
Deutschland

Miinchen;
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Nanodrop Spectrophotometer ND-1000

pH-Meter; HI 2211 Basic pH/ORP Benchtop
Meter

Pipettboy accu-jet® pro
Power supplier Power Pac HC
Radiometer

Real Time PCR System (7300)
Saugpumpe
Sonifiziergerit

Spektralphotometer Specord 205

Taumelrollenmischer RM5-V 1750;
RM5-V80 1752

Vortexer Art. No 444-1372
Waage (Kern 440; ABJ-N)

Wasserbad
Werkbank HER Asafe®

Zentrifuge (grofl) Heracus Megafuge 16 R

Zentrifuge (klein) Pico 17
Microcentrifuge

Heraeus

3.4 Substanzen und Losungen

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Substanzen

2-Mercaptoethanol (M7154 for electrophoresis)

Adenosine 5'-triphosphate (ATP) disodium salt
hydrate

Ammoniumpersulfat (APS)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Cellwash #349524
Dihydrorhodamine 123 (ultra pure)

Dispase II (neutral protease grade II)

DMSO Dimethyl sulfoxide D2650 - Hybri-
Max™_ sterile-filtered, BioReagent, suitable for
hybridoma, >99.7 %

DPBS (Dulbecco's phosphate buffered saline w:
Calcium w: Magnesium)

DPI #ENZ-52302

Entwickler-Losung  (Clarity™ Western ECL
Substrate #170-5060; Luminata™ Forte Western
HRP Substrate #WBLUF0100)

3 Material

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland
HANNA instruments® GmbH; Véhringen;
Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG; Wertheim;
Deutschland
Bio-Rad  Laboratories =~ GmbH;  Miinchen;
Deutschland
Opsytec  Dr.  Grébel GmbH;  Ettlingen;
Deutschland
Applied  Biosystems  GmbH;  Darmstadt;
deutschland
KNF Neuberger GmbH; Freiburg; Deutschland
Hielscher Ultrasonics GmbH; Berlin;
Deutschland

Analytik Jena AG; Jena, Deutschland
Labortechnik Frobel GmbH; Lindau; Deutschland

VWR®; Darmstadt; Deutschland
Kern & Sohn GmbH; Balingen; Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland
und Lésungen
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

PAA Laboratories GmbH; Colbe; Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe;
Deutschland

BD Bioscience; Heidelberg; Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

ROCHE Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;

Deutschland

PAN-Biotech GmbH; Aidenbach; Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH; Lorrach; Deutschland

Bio-Rad  Laboratories = GmbH;
Deutschland
MERCK Millipore; Darmstadt; Deutschland

Miinchen;
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FACS Clean #340345

FACS Puffer FACS Flow™ BD Bioscience
#342003

FACS Rinse #340346

FCS (Fetal Bovine Serum Gold)

Flavin adenine dinucleotide disodium salt hydrate
#F6625

H202
Hepes H3375 > 99,5 %

Isopropanol (2-Propanol EMPLURA®)
Kollagenase Typ I

L-Glutathione reduced #G4251

Methanol (Methanol zur Analyse EMSURE®
ACS, ISO, Reag. Ph Eur)

Milchpulver
Molekularbiologisch reines Wasser

N-Acetyl-L-cystein #A7250

N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Oligo dT15

PBS

Penicillin/Streptomycin

Ponceau S

Power SYBR Green

Random primer (octamers)
Recombinant Human TGF-B1 #100-21
RIPA-Puffer nach Abcam

RNase Inhibitor 2500 U (Ambion®)

Roti-Mark Western Set

Tris

Tris-Base
Tris-HCI
Triton™ X-100

Trypanblau 0,4 %

Trypsin/EDTA-Losung (0,05 % / 0,02 %) in
PBS,ohne Ca2+, Mg2+

Tween 20

Wasser (entionisiert, 10 1)

3 Material

BD Bioscience; Heidelberg; Deutschland
BD Bioscience; Heidelberg; Deutschland

BD Bioscience; Heidelberg; Deutschland
PAA Laboratories GmbH; Célbe; Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

VWR®; Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;

Deutschland

MERCK Millipore; Darmstadt; Deutschland
Biochrom GmbH; Berlin; Deutschland
Sigma-Aldrich-Chemie ~~ GmbH;
Deutschland

MERCK Millipore; Darmstadt; Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe;
Deutschland
S5PRIME
Sigma-Aldrich-Chemie
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.
Deutschland

VWR®; Darmstadt; Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH;
Deutschland

Biochrom GmbH; Berlin; Deutschland
PAN-Biotech GmbH; Aidenbach; Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg;
Deutschland
Applied  Biosystems
deutschland

Jena Bioscience GmbH; Jena; Deutschland
PeproTech GmbH; Hamburg; Deutschland

Abcam plc; Cambridge; GroBbritannien
Scientific GmbH; Dreieich;

Miinchen;

GmbH; Miinchen;

KG; Karlsruhe;

Miinchen;

GmbH; Darmstadt;

Thermo Fisher
Deutschland
Carl Roth GmbH + Co.
Deutschland

Carl Roth® TRIS PUFFERAN®, >993 %,
Buffer Grade, Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Merck KGaA 648310 Tris Base, Molecular
Biology Grade Calbiochem®

Merck KGaA 648310648313 Tris,
Hydrochloride, ULTROL® Grade Calbiochem®

KG; Karlsruhe;

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;
Deutschland

Biochrom GmbH; Berlin; Deutschland
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH; Miinchen;

Deutschland
Otto Fischer GmbH & Co. KG; Waldkirch;
Deutschland
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3 Material

3.5 Antikorper, KIT-Systeme und Primer

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Antikorper

Kaninchen anti-Human p38 MAPK #9212

Kaninchen anti-Human p44/42 MAPK (Erk1/2)
#9102

Kaninchen anti-Human Phopho-Smad3
(Serd423/425) #9520

Kaninchen anti-Human Phospho-p38 MAPK
(Thr180/Tyr182) #9211

Kaninchen anti-Human Phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) #9101

Kaninchen anti-Human Smad3 #9523

Maus anti-Human alpha smooth muscle Actin
ab7817

Maus anti-Human Catalase #TA502564
Maus anti-Human Fibronektin ab6328

Maus anti-Human GAPDH IMG-6665A

Maus anti-Human TGF- RI/ALK-5 APC-
konjugiert #FAB5871A

Maus anti-Human TGF-$ RII PE-konjugiert
#FAB241P

Maus anti-Human a-Tubulin #sc-8035

Sekundarantikorper: Polyklonal Ziege anti-Maus
Immunoglobulins/HRP (#P0447); Polyklonal
Ziege anti-Kaninchen Immunoglobulins/HRP
(#P0449)

Cell Signaling Technology®; Leiden;
Niederlande
Cell Signaling Technology®; Leiden;
Niederlande
Cell Signaling Technology®; Leiden;
Niederlande
Cell Signaling Technology®; Leiden;
Niederlande
Cell Signaling Technology®; Leiden;
Niederlande
Cell Signaling Technology®; Leiden;
Niederlande

Abcam plc; Cambridge; GroBbritannien

OriGene EU; Acris Antibodies GmbH; Herford;
Deutschland

Abcam plc; Cambridge; GroBbritannien
IMGENEX; Novus Biologicals; Cambridge;
GrofBbritannien

R&D Systems®; minneapolis; Vereinigte Staaten

R&D Systems®; minneapolis; Vereinigte Staaten
Santa Cruz Biotechnology; Texas; Vereinigte
Staaten

Agilent Technologies; Santa Clara; Vereinigte
Staaten

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten KIT-Systeme

ATP Kit #LBR-T010

Deproteinizing Sample Preparation Kit #K808-
200
DNA-free Kit

DNase [

Puffer

DNase-Inhibitor
FAD Colorimetriv/Fluorometric Assay
Kit#K357-100
Kit zur RNA-Isolation #74106

NADP(H) Kit #ab65349

Pierce™ BCA Protein Assay Kit #23225

Proteinkinase.de Biaffin GmbH & Co KG;
Kassel; Deutschland

BioVision; Kalifornien; Vereinigte Staaten

Ambion, Thermo Fisher Scientific GmbH;
Dreieich; Deutschland

BioVision; Kalifornien; Vereinigte Staaten

Qiagen N.V.; Hilden; Deutschland

Abcam plc; Cambridge; GroBbritannien

Thermo Fisher Scientific GmbH; Dreieich;
Deutschland
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RT-PCR Kit
dNTP-Mix (5 mM)
Oligo dT- Primermix (20 uM)
RNase-Inhibitor (40 U/ul)
Omniscript Reverse Transcriptase (4 U/pl)

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Primer
NOX4 Forward
5' AAGCCAGTCACCATCATTTCG 3'

NOX4 Reverse
5' CTTTGACCATTCGGATTTCCA 3'

Cyclophilin Forward
5' CCCAAAGTCACCGTCAAGGT 3'

Cyclophilin Reverse
5' CACCCGGCCTACATCTTCAT 3'

3.6 Medien, Losungen und Puffer

3 Material

Qiagen N.V.; Hilden; Deutschland

Eurofins Genomics; Ebersberg; Deutschland

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Medien, Losungen und Puffer

Zellkulturmedium

Kollagenase Losung
Gelost in Aqua dest.

Dispase- Losung
Gelost in Aqua dest.

RIPA-Puffer fiir die Proteinlysate nach Abcam
Lagerung bei 4°
Gelost in Aqua dest.

Trenngelpuffer
Gelost in Aqua dest.

Transferpuffer
Gelost in Aqua dest.

500 ml Dubleccos MEM (Gibco™)
10 % oder 5 % FCS

1 % Penicillin / Streptomycin
0,001 M CaCl

0,005 M Glucose

0,1 M HEPES

0,12 M NaCl2

0,05 M KCl

0,2 % Kollagenase Typ I

1,5 % BSA

PBS

0,1 % Dispase Typ II

5 % Hepes

50 mM Tris pH=8

150 mM NaCl

1 % NP-40

0,5 % Na-deoxycholat

0,1 % SDS

Vor Gebrauch werden dem Puffer
Phopataseinhibitor =~ und  Proteinaseinhibitor
zugesetzt.

1,5 M Tris

0,4 % SDS

25 mM Tris-Base, pH 8,0 - 10,5
192 mM Glycin
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Sammelgelpuffer
Gelost in Aqua dest.

Elektrophoresepuffer
Gelost in Aqua dest.

Blottingpuffer
Gelost in Aqua dest.

TBS

Laemmli-Puffer
Lagerung bei 4°C
Gelost in Aqua dest.

3.7 Software

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Software

0,5 M Tris

0,4 % SDS

25 mM Tris, pH 8,3 - 8,8
192 mM Glycin

0,1 % SDS

150 ml 10x Transferpuffer
1200 ml H20

150 ml Methanol

7,7 mM Tris, pH 7,5

150 mM NaCl

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
40 % Glycerol

8 % SDS

0,1 % Bromphenolblau

Vor Gebrauch 20 % Mercaptoethanol zusetzten

Quantity One 4.6.5 Basic fiir die Western Blot-Analyse

CellQuestPro fiir die durchflusszytometrische Messung

WinAspect 2.5.0.0 fiir photometrische Messung mittels Spektralphotometer

GraphPad Prism 5.0 fiir Datenauswertung und statistische Analyse

Wallac 1420 Workstation fiir photometrische Messungen

Workout 2.0 fiir photometrische Messungen

ABI Prism 7300 System SDS v 1.4 fiir qRT-PCR, Applied Bioscience

MS Office 2010

EndNote X7, Thomson Reuters (Literaturverzeichnis)
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um Fibroblasten, die zum einen aus der
Vorhaut (Praeputium penis), und zum anderen aus der Bauchhaut (Pallem abdominis)
isoliert wurden. Die Patienten, oder der gesetzliche Vormund, haben gemiBl den
Richtlinien der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdit Diisseldorf
(Studiennummer: 3634) ihr Einverstindnis erkldrt, dass die Prédparate zu
Forschungszwecken verwendet werden diirfen.

Bei den Spendern handelt es sich um 42 ménnliche und 7 weibliche Donoren, wobei das
Durchschnittsalter bei den minnlichen Spendern bei 3,025 Jahren liegt (Median = 4)
und bei den weiblichen Spendern bei 34,33 Jahren (Median = 31).

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Zellen in Dulbecco’s modified eagle
(DMEM) Medium mit 4,5 g Glucose, 10 % Fetal calf serum (FCS) und 1 %
Penicillin/Streptomycin kultiviert.

4.1.1 Isolierung von Fibroblasten aus preputium penis und Abdomen

Sowohl die Bauchaut als auch die Vorhaut befanden sich fiir die Zeit des Transports in
gekiihlten, sterilen Beuteln oder Gefdllen. Um ein Austrockenen zu verhindern, lagerten
die Vorhaut-Préparate zusdtzlich in sterilem Zellkulturmedium. Bei der Bauchhaut
wurde zunéchst die Haut vom darunterliegenden Fett befreit, bevor sie in ca. 5 x 5 mm
breite Stiicke geschnitten und in ein 50 ml GefdB iiberfithrt wurde. Die Vorhaut-
Priiparate wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS ohne Ca*" und Mg”" zunichst
vom Zellkulturmedium befreit und anschliefend ebenfalls in ca. 5 x 5 mm breite Stiicke
geschnitten und in ein 50 ml Gefdl tberfithrt. Im ersten Schritt des enzymatischen
Verdaus wurde die Epidermis von der Dermis mittels einer zuvor frisch angesetzten
Dispase II-Losung (Zusammensetzung Abschnitt 3.6) dissoziiert. Dazu wurden die
Hautstiicke mit einer Menge von 5—10 ml der Losung tiberschichtet und tiber Nacht bei
4 °C auf dem Taumelrollenmischer inkubiert. Bei Dispase handelt es sich um ein 36
kDa grofles Metalloenzym, welches Fibronektin und Kollagen I spaltet, ohne die
Zellmembranen bei langfristiger Inkubation zu schiddigen. Am folgenden Tag wurden
die Préparate bei 37 °C fiir ca. 45 Min. unter stdndigem Schiitteln nochmals in der
Dispase II-Losung inkubiert, bevor sie anschliefend fiir finf Min. bei 300 g
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen und der zweite Schritt des
enzymatischen Verdaus mittels einer Kollagenase-Losung bestehend aus 0,2 %
Kollagenase I und 1,5 % BSA in Kollagenasepuffer (Zusammensetzung Abschnitt 3.6)
eingeleitet. Die Kollagenase diente hierbei zur Auflosung der Zell-Zell-Adhésion,
indem die Kollagenketten durch sie gespalten werden. Die Préparate wurden hierfiir mit
5-10 ml frisch hergestellter Losung tiberschichtet und unter dauerhaftem Schiitteln bei
37 °C fiir 45 Min. bis zu einer Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde der gesamte Inhalt
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eines Gefilles mit Hilfe eines Glasstempels durch ein Zellsieb in ein Kulturgefi3
(Petrischale) gerieben und angereichert. Um eine moglichst hohe Anzahl an Zellen pro
Spender zu gewinnen, wurde dieser Vorgang zwei bis drei Mal im Wechsel mit einer
PBS-Spiilung wiederholt. Durch eine Zentrifugation mit 300 g iiber fiinf Min. wurden
die Zellen von der Losung getrennt, wobei der Uberstand anschlieBend verworfen
wurde. Das iibrige Zellpellet wurde mit einer definierten Menge an Zellkulturmedium
resuspendiert und in ein Kulturgefif iiberfiihrt. Uber Nacht setzen sich die adhirenten
Fibroblasten am Zellkulturboden ab; andere nicht-adhdrente Gewebebestandteile
werden am nichsten Tag durch einen Mediumwechsel entfernt. Die sich in Passage 0
befindenden Fibroblasten wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei 37 °C und 5 %
CO, im Brutschrank kultiviert.

4.1.2 Subkultivierung von Fibroblasten

Die Subkultivierung von adhdrent wachsenden Fibroblasten beginnt zunichst mit einem
Waschschritt mit PBS, um noch vorhandene Mediumsreste zu entfernen. Nach
Entfernung des PBS, erfolgte das Ablosen der Zellen vom KulturgefiBboden mit Hilfe
einer Trypsin/EDTA-Losung. Dazu wurden sie ca. fiinf Min. im Brutschrank inkubiert
und anschlieend durch das sogenannte ,, shake-off*‘-Verfahren,bei welchem man sanft
gegen die Seite des KulturgefiaBBes schlédgt, gelost. Bei Trypsin handelt es sich um eine
Serinprotease, welche ihre groBte Aktivitdt bei einem pH von 7,5 und einer Temperatur
von 37 °C entfaltet. Dieser Prozess wurde nach vollstdndigem Ablosen der Zellen durch
dieselbe Menge an FCS-haltigem Kulturmedium gestoppt. Wenn durch Trypsin nicht
das gewtinschte Ergebnis erzielt wurde, wurden die Zellen zuséitzlich mit Hilfe eines
Zellschabers mechanisch vom Kulturboden gelost. Nach mehrmaligem Resuspendieren
wurde die Zellsuspension in ein Gefdl tberfithrt und fiir finf Min. bei 300 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit einer definierten
Menge Kulturmedium resuspendiert. Wurde fiir die nachfolgende Kultivierung bzw. fiir
einen experimentellen Einsatz eine definierte Zellzahl bendtigt, wurde diese mittels
Hamozytometer (Neubauer-Zihlkammer) bestimmt (Abschnitt 4.1.5). War dies nicht
der Fall, konnte die Zellsuspension auch in gleichen Teilen in neue Kulturgefdle
iiberfiihrt werden.
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4.1.3 Kryokonservierung von Fibroblasten

Beim Verfahren der Kryokonservierung von Fibroblasten wird aufgrund der
zellschdadigenden Wirkung des Einfriermediums bei Raumtemperatur ziigig und auf Eis
gearbeitet. Das stets frisch angesetzte Einfriermedium besteht aus FCS und 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO), welches bei einer Temperatur von iiber 0 °C zytotoxisch
wirkt. In 1 ml Einfriermedium wurden zwischen 1-1,5 Mio. Zellen eingefroren, wobei
die Zellzahl im Vorfeld mittels Himozytometer (Abschnitt 4.1.5) bestimmt wurde.

Wie bereits in Abschnitt 4.1.2 beschrieben, wurden die Zellen zunichst gewaschen und
mittels Trypsinierung vom Boden des Kulturgefifles gelost, um anschlieBend die
Zellzahl und somit die benétigte Menge an Einfriermedium zu bestimmen. Nach der
Zentrifugation von fiinf Min. bei 300 g und dem Verwerfen des Uberstandes wurden die
Zellen mit der definierten Menge an vorgekiihltem Einfriermedium resuspendiert und je
1 ml der Zellsuspension in vorbereitete Kryor6hrchen tiberfithrt. Um ein schonendes
Herunterkiihlen der Zellen zu gewdhrleisten, wurden die Zellen bei -80 °C fiir 24
Stunden in Kryo-Einfriergerdite mit 100 % Isopropanol gelagert, da bei diesem
Vorgehen die Zellen pro Min. um 1 °C heruntergekiihlt werden.

4.1.4 Auftauen von Fibroblasten

Bei diesem Arbeitsschritt muss, wie beim Einfrieren der Fibroblasten, aufgrund des im
Einfriermedium enthaltenen DMSO ziigig und auf Eis gearbeitet werden, da sonst die
Gefahr bestiinde, dass die Zellen geschidigt werden. Zunédchst wurden die
Kryorohrchen im Wasserbad kurz angetaut, um anschlieBend die Zellen mit einer
definiert vorgelegten Menge an Kulturmedium zu resuspendieren und in ein Gefidl3 zu
tiberfithren. Nachdem die Zellen fiir fiinf Min. bei 300 g zentrifugierten und der
Uberstand verworfen wurde, erfolgte eine Resuspension des Zellpellets mit Medium
und die Aussaat in ein neues Kulturgefd3. Bis zur Konfluenz wurden die Zellen bei 37
°Cund 5 % CO; im Brutschrank kultiviert.

4.1.5 Bestimmung der Zellzahl mittels Himozytometer

Bei den bereits oben beschriebenen Prozessen des Einfrierens und des Auftauens von
Zellen, ist es notwendig die Zellzahl im Vorfeld zu bestimmen. Dazu wurde ein
Hiamozytometer, in welches eine definierte Menge an Zellsuspension zusammen mit
Trypanblau hinein pipettiert werden, verwendet. Vorbereitend wurde ein angefeuchtetes
Deckglas so auf die Kammer platziert, dass Newton’sche Ringe sichtbar werden und
somit gewéhrleistet ist, dass das Glaschen auf der Kammer haftet. Nachdem die Zellen,
wie in den Abschnitten 4.1.2, vom GefidBBboden gelost wurden, wurde eine geringe
Menge der Zellsuspension mit dem Farbstoff Trypanblau im Verhiltnis 1:1 gemischt
und unter das Deckgldschen pipettiert. Durch die entstehenden Kapillarkréfte fliet das
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Gemisch zwischen die Kammer und das Deckgldschen. Bei Trypanblau handelt es sich
um einen anionischen Diazofarbstoff, der von lebenden Zellen aktiv heraustransportiert
wird, wohingegen Zellen mit geschédigter Membran blau gefédrbt sind. Lebende Zellen
erscheinen unter dem Mikroskop betrachtet somit weil. Zur Bestimmung der Zellzahl
pro ml Suspension wurden zunéchst alle vier Zahlfelder ausgezédhlt und anschlieBend
daraus der Mittelwert gebildet. Dieser wurde mit dem Verdiinnungsfaktor und dem
festgelegten Kammerfaktor von 10" multipliziert, da eine Kammer ein Volumen von 0,1
pl fasst.

4.2 Bestrahlung

Fir die Bestrahlung der Zellen wurden LED-Lampen der Firma Philips verwendet,
welche zuvor kalibriert wurden. Bei der in dieser Arbeit eingesetzten Lampe handelt es
sich um die sogenannte ,, Royal Blue“ (Abbildung 6 und Abbildung 7), welche Blaulicht
im Bereich von 453 nm emittiert und eine elektrische Leistung von 68.87 W aufweist.
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Abbildung 6: Das LED Array mit einer Wellenkinge von 453 nm
(Quelle: Philips GmbH Innovative Technologies).

Die maximale Intensitit des Arrays betrigt 23,81 mW/cm® bei einem Abstand der
Lampe zur bestrahlten Fliche von 3 cm. Sowohl die Irradianz als auch die Intensitét
konnen tiber eine VergroBerung des Abstandes reguliert werden (Abbildung 7). In
dieser Arbeit wurde ein Abstand von 5 cm gewéhlt, was einer Intensitdt von 20,7
mW/cm” entspricht.
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LED Royal-Blue: Irradianz / Intensitat
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Abbildung 7: Die Irradianz und Intensitit des LED Arrays (453 nm) bei verschiedenen Abstinden
zur bestrahlten Fliiche (Quelle: Philips GmbH Innovative Technologies, modifiziert).

4.2.1 Bestrahlung von Fibroblasten

Humane dermale Fibroblasten wurden entweder einmalig oder iiber einen Zeitraum von
3/6 Tagen tiglich mit einer Dosis von 80 J/cm® bestrahlt. Dafiir wurde zundchst 24
Stunden vor Versuchsbeginn der FCS-Gehalt im Medium durch einen Wechsel um 50
% verringert. Unmittelbar vor Bestrahlungsbeginn wurde das Medium abgesaugt und je
nach GroBe der verwendeten KulturgefiBie eine entsprechende Menge an PBS (+ Ca®’;
+ Mg™") hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Zellen mittig unter die LED-Lampe
positioniert und die Bestrahlung durchgefiihrt. Die unbehandelten Zellen (Kontrolle)
verblieben fiir die Zeit der lidngsten Bestrahlung unter der sterilen Werkbank, um
moglichst analoge Versuchsbedingungen zu schaffen.

4.2.2 Bestrahlung von Flavin-Adenin-Dinukleotiden

Um den Einfluss von blauem Licht auf Flavin-Adenin-Dinukleotide zu untersuchen,
wurde eine Konzentration von 10 mM FAD in 10 ml demineralisiertem Wasser gelost
und anschlieBend mit 453 nm und den Dosen zwischen 0 J/cm® und 100 J/cm? bestrahlt.
Mittels eines Spektralphotometers wurde die Absorption des bestrahlten Gemisches in
einem Spektrum von 200-600 nm gemessen.
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4.3 Differenzierung und Inkubation mit weiteren Zusiitzen

Die Fibroblasten wurden iiber verschiedene Zeitrdume mit verschiedenen Zusétzen
kultiviert. Zur Untersuchung eines rapiden Effekts der Zusdtze respektive der
Bestrahlung wurden Zellen zum einen iiber einen Zeitraum von 24 Stunden untersucht.
Zum anderen wurde ein moglicher Langzeiteffekt der Behandlungen tiber Intervalle von
drei und sechs Tagen evaluiert. Dabei waren sowohl der Zeitpunkt der Zugabe als auch
die Inkubationszeit der Zellen mit den jeweiligen Zusdtzen unterschiedlich. Um die
Sensibilitdt der Zellen gegeniiber Zusitzen zu steigern, wurde 24 Stunden vor Beginn
des Versuchs das Medium zu DMEM mit 5 % FCS gewechselt und wihrend des
Versuchs bei Mediumswechseln beibehalten.

Tabelle 10: Auflistung der eingesetzten Zusiitze inklusive der Konzentrationen, den Zeitpunkten
der Applikation und der Inkubationsdauer.

Zusatz Konzentration Zeithl:lgl;l;teder Inkubationsdauer
16t gl et s
asn Ui s
NAC U s
or s Ui s
H,0, 30 uM 24 Stunden nach 64 min

Aussat

4.4 Proteinbestimmung

Sowohl fiir die Methodik des Western-Blots (Abschnitt 4.7) als auch zur Normierung
von Proben des NADP(H)-Assay-Kits (Abschnitt 4.5) und des FAD-Assay-Kits
(Abschnitt 4.6) ist die Bestimmung der Proteinkonzentration obligat, da die
Fibroblasten dieser Versuche nicht in einer definierten Menge ausgesit wurden, sondern

bei einer 80 %-igen Konfluenz fiir die einzelnen Versuche eingesetzt wurden.

Bei der Proteinbestimmung handelt es sich um eine Zwei-Stufen-Reaktion, welche
mittels des Biocinonic-Assays (BCA) der Firma Thermo Fisher durchgefiihrt wurde.
Unter Berlicksichtigung des zuvor hergestellten Standards ldsst sich die
Proteinkonzentration der Proben photometrisch ermitteln.
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Tabelle 11: Pipettierschema des BSA-Standards zur Ermittlung der Proteinkonzentration.

Konzentration
Probe BSA-Standard (pl) PBS (nb)
(ng/nl)
2 A 300 0

1,5 B 375 125

1,0 C 325 325
0,75 D 175 von B 175
0,5 E 325 von C 325
0,25 F 325 von E 325
0,125 G 325 von F 325
0,025 H 100 von G 400

0 =BLANK I 0 400

Die Biuret-Reaktion ist der erste Teil des Verfahrens und findet im alkalischen Milieu
statt. Dabei entsteht eine Komplexbildung zwischen Cu*’-Ionen und Peptidbindungen,
wobei je ein Cu®"-Ion vier Peptidbindungen bindet. In der zweiten Stufe findet eine
Reduktion des sich im Komplex befindenden Cu®-Ions statt, wodurch ein Cu’-Ion
gebildet wird. Die Biocininsiure dient der Komplexbildung mit den Cu'-Ionen und ist
verantwortlich fiir den violetten Farbkomplex, welcher sein Absorptionsmaximum bei
562 nm hat.

Im ersten Schritt wurden die sich in RIPA befindenden Proben in einem Verhéltnis von
1:6 mit PBS verdiinnt. Der vorher angesetzte Proteinstandard (sieche Tabelle 11) und
ebenso die verdiinnten Proben (je 10 pl), wurden zunichst in Doppelbestimmung in eine
Mikrotiterplatte (96 Well) pipettiert. Im Anschluss wurden die Proben und der Standard
mit dem sogenannten Working Reagenz (je 200 pl) versetzt. Dieser besteht aus zwei
Komponenten. Losung A ist die Biocinonsdure und Losung B 4 %-iges Kupfersulfat,
welche in einem Verhéltnis von 50:1 miteinander vermengt wurden. Die Inkubationszeit
betrdgt unter lichtgeschiitzten Bedingungen ca. 30—45 Min. bei 37 °C. AnschlieBend
wurde die Absorption photometrisch bei 562 nm gemessen und die
Proteinkonzentration durch die Standardkurve mathematisch ermittelt.
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4.5 Bestimmung der Aktivitit von NADPH-abhéngigen
Oxidoreduktasen (NOX4)

Der Effekt einer einmaligen Bestrahlung mit 80 J/cm® auf die Aktivitit von
flavinhaltigen Oxidoreduktasen, wie das Enzym NADPH-Oxidase 4, wurde mittels
einer quantitativen Analyse des Umsatzes von NADPH zu dem oxidierten NADP"

bestimmt.

4.5.1 Prinzip des NADP/NADPH-Assay-Kits

Bei dem NADP/NADPH-Assay-Kit handelt es sich um eine Methode, bei der spezifisch
die intrazellulire Menge an NADP, NADPH und deren Ratio quantifiziert wird. Dabei
detektieren die Enzyme dieses Kits die gesamte Menge an NADP(H) und durch eine
vorher durchgefithrte Hitzdenaturierung, auch die Menge an NADPH. Der
Farbumschlag, hervorgerufen durch eine zyklische Reaktion, wird bei einer
Wellenlidnge von 450 nm im Photometer detektiert.

4.5.2 Bestimmung des NADP(H)-Umsatzes in TGFp-aktivierten Zellen eine,
vier und 24 Stunden nach einmaliger Bestrahlung mit 80 J/em?

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % in 6-wel//-Platten mit je 2 ml
DMEM Medium mit 10 % FCS und 1 % P/S kultiviert. Zur Férderung der Sensibilitit
wurde das Medium 24 Stunden vor Beginn der Versuchsdurchfithrung zu DMEM mit 5
% FCS und 1 % P/S gewechselt. Unmittelbar nach der Bestrahlung mit 80 J/cm® wurden
die Zellen partiell mit unterschiedlichen Zusdtzen wie Zytokinen und Inhibitoren
behandelt und nach einer, vier und 24 Stunden geerntet. Somit ergaben sich fiir diesen
Versuch 24 verschiedene Proben:

Tabelle 12: Aufstellung der unterschiedlichen Zusiitze und Erntezeitpunkte bei einer einmaligen
Bestrahlung mit 0 J/cm” bzw. 80 J/cm’

1/4/24 Stunde(n)

80 J/cm? - + _ _ + _ + 4
TGF- - — | | = = =]
DPI - _ _ + _ 4 + 4

Unmittelbar nach der Bestrahlung mit 80 J/cm® wurden die Fibroblasten mit 2 ml
Medium {iiberschichtet und mit den oben genannten Zusdtzen fiir eine, vier und 24
Stunden inkubiert. TGF-B wurde in einer Konzentration von 5 ng/ml und der Inhibitor
DPI in einer Konzentration von 5 pM verwendet. Geerntet wurden die Zellen in
Extraktionspuffer und deren Zellmembran mittels zwei Einfrier-Auftau-Zyklen zerstort.
Anschliefend wurden sie fiinf Min. stark gemischt und fiir fiinf Min. bei 17000 g
zentrifugiert, woraufhin der Uberstand abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefi
tiberfiihrt wurde. Fiir die Normierung der Ergebnisse wurde ein Teil dieses Uberstandes
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in ein weiteres Reaktionsgefd3 tiberfithrt und fiir die spitere Proteinbestimmung
(Abschnitt 4.4) wieder eingefroren. Um die Menge an NADPH bestimmen zu konnen,
musste NADP mittels Hitze denaturiert werden. Hierfiir wurde ein Aliquot der Proben
fiir 30 Min. bei 60 °C im Heizblock erhitztt. Im Anschluss wurden die Proben fiir finf
Min. mit dem Reaction Mix inkubiert, bevor im letzten Schritt die Zugabe des
Entwicklers erfolgte. Die Menge an NADP(H)-Total und NADPH wird bei 450 nm im
Photometer bestimmt und das NADP/NADPH-Verhéltnis mathematisch ermittelt.

4.6 Flavin-Adenin-Dinukleotid-Analyse

Bei Flavin-Adenin-Dinukleotiden handelt es sich um Redox-Cofaktoren, die im
Metabolismus der Zelle eine wesentliche Rolle spielen. Um den Einfluss von
Bestrahlung durch blaues Licht auf Flavine zu eruieren, werden diese in ihrer oxidierten
Form mittels des FAD Colorimetric/Fluorometric Assay Kits der Firma BioVision
bestimmt. Dabei beruht das Kit auf die Funktion der Flavine als Oxidase, welche die
Bildung eines Produkts katalysieren, das eine Férbung und Floureszenz aufweist,
welche durch Absorption oder eine fluorimetrische Messung ermittelt werden kann.

4.6.1 Bestimmung der intrazelluliiren Flavinkonzentration

Wie in den vorangegangenen Versuchen wurden die Zellen auch hier einmalig mit 80
J/em?® bestrahlt und eine, vier und 24 Stunden nach Ablauf der Exposition geerntet. Die
geernteten Zellen wurden in dem von der Firma BioVision bereitgestellten Puffer
homogenisiert und zu gleichen Teilen zwecks einer abschlieBenden Proteinbestimmung
aufgeteilt. (Bis zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird die Hélfte der Proben bei
-80 °C gelagert.) Um die enzymatisch gebundenen Flavine aus dem Proteinverband zu
16sen, wurden die Proben mittels des Deproteinizing Sample Preparation Kits der Firma
BioVision bearbeitet, welches auf der Prezipitation von Proteinen durch Perchlorsdure
beruht. Sowohl die Proteinprezipitation als auch die anschlieBende Durchfithrung der
FAD Bestimmung wurden wie vom Hersteller angegeben durchgefiihrt. In diesem Fall
wurde die fluorimetrische Bestimmung als Messvariante gewéhlt und im Photometer
bei einer Extinktion von 535 nm und einer Emission von 587 nm gemessen. Die sich
daraus ergebenen Werte wurden abschlieBend auf die ebenfalls ermittelten
Proteinkonzentrationen (Abschnitt 4.4) der Proben normiert.
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4.7 Western Blot-Analyse

Um die Schliisselproteine der Differenzierung und deren Hemmung zu analysieren
wurde eine semi-quantitative Messung der exprimierten Proteine mittels der Western
Blot-Technologie durchgefithrt. Da die Zellen {iber unterschiedliche Zeitrdume
behandelt wurden, ergaben sich auch fiir die Auswahl der zu untersuchenden Proteine
verschiedene Analyse-Zeitpunkte.

Tabelle 13: Auflistung der eingesetzten Antikorper Bezug nehmend auf die Analysezeitpunkte der
behandelten Zellen.

Analyse nach 3 und 6 Tagen Analyse nach 1, 4 und 24 Stunden
Anti-alpha smooth muscle Actin Anti-Catalase Antibody
Anti-Fibronektin p38 MAPK Antibody
TGF-B RI/ALK-5 APC-conjugated Phopho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182)
Antibody Antibody
TGF-B RII PE-conjugated Antibody p44/42 MAPK (Erk1/2) Antibody

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) Antibody

Smad3 Antibody

Phopho-Smad3 (Ser423/425) Antibody

4.7.1 Prinzip der Western Blot-Analyse

Die Ubertragung von Proteinen auf eine Membran bezeichnet das Protein-Blotting im
engeren Sinn. Dabei werden die bereits vorher durch eine Proteinbestimmung
(Abschnitt 4.4) quantifizierten Proteine entweder auf eine Membran getiipfelt (Dot-
Blot) oder wie hier im Folgenden beschrieben, zunéchst gelelektrophoretisch getrennt
und anschlieBend auf eine Membran transferiert (Gel-Blot). Die Methode der
gelelektrophoretischen Auftrennung erfolgt aufgrund der Ladung, der Molmasse, des
isoelektrischen Punktes oder einer Kombination dieser Verfahrensweisen.

Der elektrophoretische Transfer der Proteine auf eine Membran gilt dabei als
standardisiertes Verfahren des Protein-Blottings, welcher anschlieBend mittels einer
Ponceau-Firbung visualisiert wird. Diese dient zur Uberpriifung des Blotting-Vorgangs,
bevor anschlieBend der Nachweis von den zu detektierenden Proteinen mittels

Immunmarkierung erfolgt.
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4.7.2 Die Probenvorbereitung und das Gielen der Gele

Da die zu untersuchenden Proteine unterschiedliche Groflen aufweisen, wurde mit zwei
verschiedenen Trenngelen gearbeitet:

Tabelle 14: Mengenangaben fiir die Zusammensetzung der eingesetzten SDS-Gele.

% 30 % Acrylamid (ml) H,O (ml)
250-120kDa 7,5 1,875 3,75
40-15kDa 12 3 2,625

Jedem Gel wird aullerdem, unabhéngig von dem Acrylamid-Wasser-Verhiltnis, 1,875
ml 4-fach Trenngelpuffer, 10 pl TEMED und 25 pl APS zugesetzt.

Bevor die Gelkomponenten miteinander vermengt wurden, war es erforderlich die
benoétigten Glasplatten zu reinigen und in die GieBvorichtung einzuspannen. Nach der
Zugabe des APS, welches als Beschleuniger des Polimerisationsprozesses fungiert,
wurde zunédchst das Trenngel zwischen die Glasplatten pipettiert. Zur Vermeidung von
Luftblasen wurde das Trenngel fiir die Zeit der Polymerisation mit Ethanol
iiberschichtet. Im zweiten Schritt wurde das Ethanol abgenommen, das Sammelgel
zwischen die Glasplatten pipettiert und ein Kamm eingesetzt (10er oder 15er Taschen),
welcher die Taschen fiir die spéter zu pipettierenden Proben formt. Je nach Gelstirke
und Anzahl der Taschen variiert das Gesamtvolumen, welches eine Tasche fasst. In
diesem Fall wurden ausschlieBlich Gele der Stirke 1 mm verwendet, woraus sich bei
10er Kdmmen ein Gesamtvolumen von 24 ul ergab und bei den 15er Kémmen ein
Gesamtvolumen von 16 pl. Die gegossenen Gele wurden entweder sofort eingesetzt
oder konnten bis zu drei Tage bei 4 °C gelagert werden. Vor der Beladung der Gele
wurden die Proben mit Laemmli-Puffer versehen und die Proteine bei 95 °C fiir 5 Min.
hitzedenaturiert. Fiir den spéteren GroBenvergleich und die genaue Lokalisation des
gesuchten Proteins, wurde in die erste Tasche eine Proteinleiter pipettiert.

4.7.3 Durchfithrung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit dem Verfahren der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) ist es moglich die Proteingemische nach ihrer Molmasse
zu trennen. Die Denaturierung erfolgt mittels Hitze (95 °C) und des Laemmli-Puffers,
woraufhin das in den Gelen enthaltene SDS an die Polypeptidketten binden kann. Die
negative Ladung des SDS (Natriumdodecylsulfat) hat die Funktion die Eigenladung der
Proteine zu liberdecken und ist dabei proportional zu deren Molmasse. Die Proteine
besitzen demnach eine gleichméBige negative Ladung. Im Laemmli-Puffer befindet sich
zusétzlich B-Mercaptoethanol, welches die Disulfidbriicken reduziert und zu einer
Linearitdt der Proteine fiithrt. In dieser Arbeit wurde ausschlieflich das System der
diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese angewendet, welches aus einem wie oben
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bereits beschriebenen Trenn- (resolving gel) und Sammelgel (stacking gel) besteht. Die
Funktion des groBporigen Sammelgels ist es, das Proteingemisch bei einer niedrigen
Spannung an der Grenze zum Trenngel zu konzentrieren (stacking), was auf den
Unterschied der Ionen zwischen den Gelen und im Elektrophoresepuffer beruht. Die
charakteristische Bande an der Grenze zum Trenngel basiert auf einen entstehenden
Feldstiarkegradienten, hervorgerufen durch die schnellere Wanderungsgeschwindigkeit
der  Chloridionen  (Sammelgelpuffer), verglichen mit den  Glycinionen
(Elektrophoresepuffer) und den Proteinen.

Nach dem Befiillen der Wanne mit Elektrophoresepuffer, wurden die aufbereiteten
Proben und die Proteinleiter hinein pipettiert, der Deckel geschlossen und fiir ca. 15
Min. eine Spannung von 60 V angelegt. Die Spannung wurde fiir den Durchlauf der
Proteine durch das Trenngel auf 130 V erhoht, bis die Proben durch das Gel gelaufen
sind. Die Visualisierung der Proben beruht auf das im Laemmli-Puffer enthaltene
Bromphenolblau.

4.7.4 Das Blotting

Der Prozess des Blottings ist im engeren Sinne die Ubertragung von Proteinen eines
Gels auf eine Tragermembran (Nitrocellulose, Nylon oder PVDF). Durch das Anlegen
einer elektrischen Spannung wandern die Proteine aus dem Gel heraus und gelangen auf
die darunterliegende Membran. Fiir diesen Vorgang wurde hier die Trans-Blot Turbo-
Apparatur der Firma BioRad in Gebrauch genommen, wobei fiir 30 Min. eine Spannung
von 25 V und 2,5 A angelegt wurde. Der Aufbau der Blot Kassette gestaltete sich wie
folgt:

Kathode

| Whatman Papier

0000
|

Membran

Whatman Papier

Anode

Abbildung 8: Aufbau der Blot Kassette. Die einzelnen Komponenten werden zunichst mit Blotting-
Puffer befeuchtet, bevor sie in der Kassette platziert werden. Zwischen zwei Whatman Papieren befinden
sich die Membran und das darauf liegende Gel.
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4.7.5 Die Ponceau-S-Firbung

Zur Evaluation des Blotting-Vorgangs wurde die Ponceau-S-Farbung verwendet,
welche auf die reversible, unspezifische Bindung an die positiven Aminogruppen aller
Proteine beruht. Nach dem Abschluss des Blottings wurde die Nitrocellulosemembran
in eine saubere Schale tiberfiihrt und fiir ca. drei Min. mit der Poncaeu-S-Firbelosung
tiberschichtet. AnschlieBend wurde die Membran mit demineralisiertem Wasser gespiilt,
um die Proteine stdrker zu visualisieren. Fiir die nachfolgende Immundetektion war es

notwendig, die Membran mittels TBS-T (77is Buffer Saline mit Tween) zu entfarben.

4.7.6 Die Immunmarkierung und Detektion

Die Immundetektion der Zielproteine erfolgt in zwei Prozessen. Im ersten Schritt wird
die Membran geblockt und mit dem ersten Antikorper inkubiert. Diese Inkubation
erfolgte mit Ausnahme der Detektion von GAPDH iiber Nacht bei 4 °C. Der zweite
Schritt der Immunfirbung beinhaltet die Inkubation der Membran mit dem
Zweitantikorper und die abschlieBende Detektion in der Geldokumentationsanlage. In
dieser Arbeit wurden unterschiedliche Antikorper eingesetzt. Sowohl die
Konzentrationen der Antikorper als auch die bendtigten Puffer wurden, wie vom

Hersteller empfohlen, eingesetzt.

Nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper wurde der Blot drei Mal fiir fiinf Min.
mit TBS-T gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen und die Bildung von
sogenannten ,,Wolken“ zu vermeiden. Die Inkubationszeit der Membran mit dem
Sekundérantikorper und dem anti-Marker betrug eine Stunde bei Raumtemperatur und
die Konzentration wurde in allen Experimenten gleich gewéhlt (1:1000 in TBS-T). Der
zweite Antikorper ist mit HPR (Meerrettichperoxidase) gekoppelt, welche als
Peroxidase agiert und die Chemilumineszenzreaktion bei der Visualisierung der Blots
katalysiert, indem sie das in der Entwicklerlosung enthaltene Luminol oxidiert. Die
Blots wurden nach einer kurzen Beschichtung mit der Entwicklerlosung in der
Geldokumentationsanlage positioniert und die gesuchten Proteinbanden mittels UV-
Licht detektiert. Fiir die spdtere densitometrische Auswertung mit der Software
Quantity One wurden die Ergebnisse fotografisch festgehalten. Im Falle einer weiteren
Immundetektion kénnen die Blots lichtgeschiitzt bei 4 °C in TBS aufbewahrt werden.

44



4 Methoden

4.8 Prinzip der ROS-Bestimmung

Eine weitere Methode zur Bestimmung der NOX4-Aktivitét ist die Detektion von ROS.
Zur Bestimmung der ROS-Produktion in bestrahlten Fibroblasten wurde der Farbstoff
Dihydrorhodamine 123 (DHR) eingesetzt. Bei diesem Farbstoff handelt es sich um
einen ROS spezifischen Indikator, welcher passiv durch die Zellmembran diffundiert.
Innerhalb der Zelle wird er durch ROS zu dem floureszierenden Farbstoff Rhodamine
123 oxidiert. Die Detektion erfolgt im Photometer durch Absorption bei einer
Wellenlédnge von 500 nm oder mittels Fluoreszenzspektroskopie bei einer Exitation von

500 nm und einer Emission von 536 nm.

4.8.1 Detektion von ROS nach Bestrahlung

In eine 24-well-Platte wurden 3,5 x 10* Zellen in DEMEM Medium mit 5 % FCS
ausgesét und bis zum darauffolgenden Tag im Brutschrank inkubiert. Wie auch in den
vorherigen versuchen wurden die Zellen einmalig mit einer Dosis von 80 J/cm®
bestrahlt. Unmittelbar nach der Bestrahlung erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem
Farbstoff DHR in einer Konzentration von 10 uM in Zellkulturmedium. Da der
Farbstoff in die Zelle diffundieren muss, wurde die erste Messung 30 Min. nach der
Applikation durchgefiihrt. Das Medium mit dem sich darin befindenden Farbstoff
wurde abgesaugt, die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und anschlie3end mit ca. 500
ul PBS beschichtet. Die ROS-Generierung wurde im Photometer iiber einen 9-fachen
Scan pro Well bestimmt. Die weiteren Messungen erfolgten eine, zwei, vier und 24
Stunden nach Bestrahlungsende.

4.9 RT-PCR

Die ,real time“ RT-PCR ist eine vollautomatische und schnelle Methode zur
Quantifizierung der mRNA-Expression. Anders als bei der semiquantitativen PCR, bei
der das Amplifikat im Anschluss an die PCR auf ein Agarosegel aufgetragen wird und
Nukleinsdure-Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt werden, erfolgt die Detektion
der PCR-Produkte mittels Fluoreszenzfarbstoffen, welche in der doppelstrangigen DNA
interkalieren. Dabei korreliert die Fluoreszenzintensitit mit der Menge an PCR-
Produkten und wird in der exponentiellen Phase (Phase 2) in Echtzeit bestimmt.
Aufgrund der geringen Templatemenge findet zu Beginn (Phase 1) und am Ende eines
Reaktionszyklus (Phase 3) keine Amplifizierung der DNA statt.

4.9.1 Bestimmung der NOX4-Genexpression mittels quantitativer Real-Time
PCR (qPCR)

In diesem Experiment wird ermittelt, welchen Einfluss die Bestrahlung mit blauem
Licht auf die NOX4-Genexpression ausiibt. Dazu wurden die Zellen, wie auch in den

vorangegangenen Versuchen, einmalig mit einer Dosis von 80 J/cm? bestrahlt und/oder
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mit TGF-f aktiviert und eine Stunde, vier Stunden und 24 Stunden nach Ende der
Bestrahlung geerntet. In diesem Fall wurde das Zellpellet nach der Zentrifugation bis
zur Weiterverarbeitung bei —80 °C trocken gelagert.

4.9.2 RNA-Isolierung aus Fibroblasten und photometrische Bestimmung der
Nukleinséiiurekonzentration

Bei der RNA-Isolierung werden alle Arbeitsschritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt
und alle zusitzlich verwendeten Losungen frisch angesetzt. Die Isolierung der RNA aus
Fibroblasten erfolgte mit Hilfe des RNeasy Kits der Firma Qiagen und basiert auf der
Methode von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski und Sacchi, 1987). Der im
Lieferumfang enthaltende Lysepuffer enthdlt 2-Mercaptoethanol und Guanidium-
Isothiocyanat, welches stark denaturierend wirkt. Wie vom Hersteller beschrieben,
wurde der RLT-Lysispuffer frisch mit 2-Mercaptoethanol versetzt und anschlieBend das
Pellet mit 350 pl diesen Puffers resuspendiert. Im weiteren Verlauf der Isolation wurde
nach Angaben des Herstellers verfahren. Die Konzentration und Reinheit der isolierten
RNA wurde anschliefend durch eine spektralphotometrische Messung mit Hilfe eines
Photometers (Nanodrop) bestimmt. Dabei gibt die Absorption bei einer Wellenldnge
von 260 nm Aufschluss tiber die RNA-Konzentration und die Absorption bei 280 nm
zeigt den Reinheitszustand der Probe an. Der Quotient (A,60/A2s0) sollte dabei in einem
Bereich zwischen 1,8 und 2,0 liegen, um eine lineare Abhéngigkeit zu gewédhrleisten.

4.9.3 Reverse Transkription der Total-RNA in cDNA

Bei der reversen Transkription werden unter optimalen Bedingungen 500 ng der RNA
in 500 ng cDNA umgeschrieben. Die Proben wurden zunécht auf eine Konzentration
von 500 ng/10 pl verdiinnt. Die cDNA-Konzentration liegt bei einem Gesamtvolumen
von 20 pl pro Well bei 25 ng/pl. Fiir diesen Versuch wurde eine cDNA-Menge von 2 ng
in 10 pul Wasser (0,5 ng/pul im Gesamtvolumen) eingesetzt. Das Pipettierschema des
Mastermixes fiir einen Ansatz ist wie folgt:

Tabelle 15: Pipettierschema fiir die Herstellung des Mastermixes fiir einen Ansatz.

1-facher Ansatz

10-facher RT-Puffer 2l
dNTP-Mix (je 5 mM) 2 ul
Oligo dT Primermix (20 pM) 1 pul
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,25 ul
Reverse Transkriptase (4 U/ul) 0,25 pul
RNse-feies Wasser 4,5 pl
Gesmtvolumen Mastermix 10 pl
500 ng Total-RNA 10 pl
Gesamtvolumen pro Probe 20 pl
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Die verdiinnten RNA-Proben wurden mit 10 pl des Mastermixes versetzt und im
Thermocycler (BioRad) bei einer Temperatur von 37 °C und einer Dauer von 60 Min.
zu cDNA umgeschrieben. Bis zur weiteren Verarbeitung konnen die Proben bei -20 °C
gelagert werden.

Fiir die eigentliche reverse Transkription wurde fiir das zu untersuchende Gen ein
Mastermix hergestellt, dessen Zusammensetzung in Tabelle 16 aufgefiihrt ist. Als
Kontrolle diente die sogenannte NTC (Non template control), in welche statt cDNA
Wasser pipettiert wurde, um Kontaminationen der verwendeten Reagenzien
auszuschlieBen. Es wurden 21 p des Mastermixes zu jeder Probe hinzu pipettiert, sodass
sich ein Gesamtvolumen von 25 pl pro Well ergab.

Tabelle 16. Zusammensetzung eines einfachen Ansatzes der reversen Transkription.

1-facher Ansatz

DNase freies Wasser 7 ul
2.fach SYBR Green Mastermix 12,5 ul
Primer forward (10 uM) 0,75 pl (Endkonzentration von 300 nM)
Primer 0,75 pl (Endkonzentration von 300 nM)

Bei dem zu untersuchenden Gen handelt es sich um die NADPH-Oxidase 4. Als
Kontrollgen wurde PPIB Peptidylprolyl Isomerase B (Cyclophilin B) verwendet. Im
Anschluss an den Pipettiervorgang erfolgte die Messung im Real-Time Thermocycler
der Firma Applied Biosystems. Aus dem exponentiellen Bereich der Kurve erhilt man
den sogenannten Ct-Wert. In diesem Fall wurden die Daten mittels der AACT-Methode
relativ quantifiziert, sodass die behandelten Proben (in diesem Fall bestrahlt und/oder
mit TGF-B behandelt) auf die unbehandelten Proben normiert wurden. Die Ratio
zwischen der unbehandelten Probe und den behandelten Proben stellt den relativen
Expressionsunterschied normiert zum Referenzgen dar und wird mit der arithmetischen
Formel 2**“" berechnet.

ACT = CT Zielgen — CT Kontroll-Gen

AACT = ACT Behandelte Probe - ACT Unbehandelte Probe (Kontrolle)
Ratio = 244"
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4.10 ATP-Analyse

Mit Hilfe der Bestimmung von intrazellulirem ATP wurde der Einfluss von blauem
Licht auf die Stoffwechselaktivitét bestimmt.

4.10.1 Prinzip der ATP-Bestimmung und Messung an intrazellulirem ATP
nach Bestrahlung und Aktivierung von Fibroblasten mit TGF-f

Die Menge an ATP wurde mit Hilfe des zeitstabilen ATP-Detektions-Kits der Firma

Biaffin GmbH & Co KG bestimmt. Dabei handelt es sich um ein Biolumineszenz

Assay, bei welchem das Substrat Luciferin in einer ATP-abhéngigen Reaktion mittels

Luciferase oxidiert wird und Chemilumineszenz bei einer Wellenldnge von 560 nm

generiert.

luciferin + ATP + ng oxyluciferin + AMP + pyrophosphate + CO; + light

Die Fibroblasten werden zunichst in 6-wel/-Platten ausgesit und bis zu einer Konfluenz
von ca. 80 % in DMEM Medium mit 10 % FCS kultiviert. Einen Tag vor der
Bestrahlung erfolgte, wie auch bei den vorangegangenen Versuchen, ein
Mediumwechsel zu DMEM mit einem FCS-Gehalt von 5 %, welches auch unmittelbar
nach der Bestrahlung (inkl. TGF-B) hinzugegeben wurde. Wie auch in den
vorangegangenen Versuchen, werden die Zellen eine, vier und 24 Stunden nach
Bestrahlungsende vom Geféf3boden gelost. Zur quantitativen Auswertung wurde die
Zellzahl im Voraus mittels Hdmozytometer, wie in Abschnitt 4.1.5 beschrieben,
bestimmt und die Zellsuspension anschlieend bei 17000 g fiir zehn Min. zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit je 1 ml kochendem
demineralisiertem Wasser resuspendiert und gemischt, was zur Aufbrechung der
Zellmembran fithrt. Das Gemisch wurde erneut fiir fiinf Min. bei 17000 g zentrifugiert
und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt, worin er fiir die
darauffolgende ATP Messung bei -80 °C gelagert werden kann. Die Stock-Losungen
und der Standard wurden zundchst wie im Herstellerprotokoll beschrieben angefertigt.
Fir die Generierung des Standards wurde ATP der Firma Sigma Aldrich mit einer
Hochstkonzentration von 8 uM verwendet. Fiir die Messung wurden die Proben und der
bereits aliquotierte Reaction Mix aufgetaut. Je 50 pl Probe wurden zusammen mit 50 pl
des Reaction Mix in einer weilen 96-well-Mirotiterplatte gemischt. Nach einer
Einwirkzeit von 40 Min. wird die Chemilumineszenz bei einer Wellenldnge von 590 nm
im Photometer gemessen. Mit Hilfe des Programms WorkOut wurde die Menge an ATP
aufgrund des Standards automatisch berechnet. Diese Menge wurde dann auf die
Zellzahl normiert, um eine ATP-Konzentration pro Zelle zu erhalten.
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4.11 Bestimmung der TGF-pB-Rezeptorexpression

Die Bestimmung der Rezeptorexpression dient in diesem Versuchsansatz der
Einordnung des Blaulichteffekts innerhalb der TGF-B-Signalkaskade. Mittels der
Durchflusszytometrie wird untersucht, ob die Bestrahlung mit blauem Licht in TGF-f3-
aktivierten Zellen bereits einen Einfluss auf die Rezeptorexpression ausiibt.

4.11.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Methode, welche es erlaubt,
gleich mehrere zellulire Eigenschaften, wie Zellgroe und Zellgranularitit einer
Population sowohl quantitativ als auch qualitativ zu bestimmen und darzustellen. Die
ZellgroBe und deren Granularitit werden von zwei Photodetektoren detektiert, der FSC
(forward scatter) und der SSC (side scatter). Dariiber hinaus erlaubt die Methodik der
Durchflusszytometrie Zellstrukturen durch vorherige Markierung mittels eines
Fluoreszenzfarbstoffs zu quantifizieren. Bei den Strukturen kann es sich um
intrazellulire  Proteine  oder  Oberflichenantigene  handeln.  Verschiedene
Fluoreszenzdetektoren messen die Intensitdt der Fluoreszenzemission der zu

analysierenden Strukturen/Zellen.

4.11.2 Bestimmung der TGF-B-Rezeptorexpression nach 3/6-tigiger
Betrahlung und/oder Aktivierung mit TGF-f

Die Zellen wurden zunéchst iiber einen Zeitraum von drei und sechs Tagen tdglich mit
80 J/cm® bestrahlt und/oder mit TGF-p aktiviert. Am vierten und siebten Tag wurden sie
mit Cellwash (3% FCS) vom GefiaBboden gelost, in ein FACS-Rohrchen tiberfiihrt und
bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets mit je 200
ul Cellwash (3% FCS) resuspendiert. AnschlieBend wurde unter lichtgeschiitzten
Bedingungen je 3 ul der Antikorper gegen Die TGF-B-Rezeptoren I und II hinzugefiigt.
Jede Probe war zweifach vorhanden, da die abschlieBende Messung und Auswertung
auf ungefirbte Zellen standardisiert wurde. Die Inkubation der Antikorper erfolgte fiir
45 Min. lichtgeschiitzt und auf Eis. Im nachfolgeden Schritt wurde die tiberschiissige
Menge des Antikorpers mit 3—4 ml Cellwash (3% FCS) herausgewaschen. Nach einer
erneuten Zentrifugation bei 300 g wurde das Zellpellet mit 200400 pl Cellwash (3%
FCS) resuspendiert. Die Messung der Rezeptorexpression erfolgte am
Durchflusszytometer FACSCalibur und die Auswertung mit Hilfe des Programms
CellQuest Pro; beides von der Firma Becton Dickinson.

49



4 Methoden

4.12 Statistische Auswertung

Die Archivierung und statistische Auswertung der in dieser Arbeit evaluierten Daten
erfolgte mittels der Software GraphPad Prism 5.0. Bei den statistischen Tests wurde im
Fall einer Normalverteilung der One-way ANOVA respektive der Two-way ANOVA
mit anschlieBendem Bonferroni post-Test angewendet. Bei einer geringen Fallzahl
und/oder eines nicht-normalverteilten Datensatzes wurde der Kruskal-Wallis Test
durchgefiihrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Vorarbeit: Proliferation und Differenzierung

Bereits in vorangegangenen Arbeiten wurde untersucht, welchen Einfluss blaues Licht
auf die Proliferation und Differenzierung von Fibroblasten ausiibt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Bestrahlung von Fibroblasten sowohl zu einer dosisabhdngigen
Inhibition der Proliferation fiihrt als auch zu einer dosisabhingigen Inhibition der
Expression des Myofibroblastenmarkerproteins a-SMA (sieche Anhang 8.1). Dabei
erzielte die tigliche Bestrahlung mit hohen subletalen Dosen (80 J/cm?®) den stiirksten
Effekt der  Proliferations- und  Differenzierungshemmung.  Uber  einen
Bestrahlungszeitraum von bis zu sechs Tagen verringerte sich die Proliferation
signifikant um nahezu 50 % (Abbildung 44) und die Expression von o-SMA
(Abbildung 45) signifikant um mehr als 90 %. Schlussfolgernd aus diesen Ergebnissen
wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich eine Dosis von 80 J/cm® eingesetzt, um den
molekularen Mechanismus der Differenzierungs- und Proliferationshemmung

aufzuschliisseln.

5.2 Expression von a-SMA nach 3/6-tigiger Bestrahlung und/oder
TGF-p-Aktivierung

Wie einleitend bereits beschrieben gilt das Protein o-SMA als Marker fur die
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Humane dermale Fibroblasten
wurden tiber drei (Abbildung 9 A) respektive sechs Tage (Abbildung 9 B) tidglich mit
einer Dosis von 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-B behandelt, um die
Differenzierung zu Myofibroblasten einzuleiten. Nach bereits dreitdgiger Behandlung
ist die Expression von 0-SMA in den mit TGF-B-aktivierten Zellen signifikant erhoht.
Eine alleinige Bestrahlung fiihrt hingegen zu einer signifikant verringerten a-SMA-

Expression.

Um einen moglichen Einfluss des blauen Lichts auf die Myofibroblastendifferenzierung
zu detektieren, wurden die bestrahlten Zellen zusdtzlich mit TGF-f aktiviert. Die
Bestrahlung fiihrt hier ebenfalls zu einer verringerten Expression von a-SMA, was auf
eine Hemmung der Differenzierung hindeutet. Dieser Effekt konnte nach einer
sechstdgigen Behandlung noch stirker beobachtet werden (Abbildung 9 B). Sowohl in
den nativen Fibroblasten als auch in den TGF-B-aktivierten Fibroblasten fiihrt die
Bestrahlung zu einer hochgradigen Hemmung der a-SMA-Expression.
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Abbildung 9: Die relative Expression des Proteins a-SMA in Relation zum Kontrollprotein
GAPDH. Humane dermale Fibroblasten wurden tiglich iiber drei (A) bzw. sechs (B) Tage mit 80 J/
cm’ bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-p aktiviert. (* = signifikant zu unbehandelten Zellen [p <
0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n = 13).
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Abbildung 10: Western Blot-Analyse des Proteins a-SMA und des Kontrollproteins
GAPDH nach drei- und sechstéigiger Bestrahlung und/oder Aktivierung mit 5 ng/ml
TGF-B.

5.3 Die Generierung von ROS und deren Effekte auf die
Differenzierung

In Anlehnung an die bisherigen Erkenntnisse iiber die Generierung von ROS durch
Bestrahlung mit Licht im UV-Bereich, wurde in den folgenden Experimenten
untersucht, ob auch blaues Licht in der Lage ist, die intrazelluldre ROS-Generierung zu
modifizieren und ob diese Modifikation fiir die Differenzierungshemmung ursidchlich
sein konnte. In dieser Beziehung wurden Fibroblasten einmalig mit einer Dosis von 80
J/em® bestrahlt. AnschlieBend wurde die Menge an ROS mittels des Farbstoffs DHR123
in Zeitabstdnden von 0,5-1 Stunde nach Bestrahlungsende ermittelt.

rel. ROS-Zunahme

1 2

Zeit (Std.)

Abbildung 11: Die relative ROS-Zunahme in einem Messzeitraum von bis zu 24 Stunden.
Fibroblasten wurden einmalig mit einer Dosis von 80 J/cm® bestrahlt. Nach der Zugabe von DHR123
wurde in einer Zeitspanne von 0,5 bis 24 Stunden nach Bestrahlungsende die Menge an ROS bestimmt.
Dargestellt ist die relative Zunahme an ROS bezugnehmend auf unbestrahlte Zellen (* = signifikant zu
unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n = 8).
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Die einmalige Bestrahlung von Fibroblasten fiihrte bereits unmittelbar nach Beendigung
der Bestrahlung (0,5 Stunden) zu einer signifikanten Erhohung der intrazelluldren ROS-
Generierung um das 1,9-Fache (Abbildung 11). Die hochste Menge an ROS ist eine
Stunde nach Bestrahlungsende mit einer Verdopplung (2,11) zu beobachten. Im
zeitlichen Verlauf nimmt die Menge jedoch kontinuierlich ab, sodass sich nach 24
Stunden die ROS-Menge wieder auf dem Niveau der unbestrahlten Kontrollzellen
befindet (1,03).
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Abbildung 12: Die relative Expression des Proteins o-SMA in Relation zum
Kontrollprotein GAPDH. Humane dermale Fibroblasten wurden iiber drei (A) bzw.
sechs (B) Tage tiglich mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-B aktiviert.
Unbestrahlte Zellen wurden fiir den Zeitraum der Bestrahlung zusétzlich mit 30 uM H,0,
inkubiert (# = signifikant [p < 0,05]; n = 13).
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Abbildung 13: Western Blot-Analyse des Proteins a-SMA und des Kontrollproteins GAPDH
nach drei- und sechstiigiger Bestrahlung und/oder Aktivierung mit S ng/ml TGF-B. Zusiitzlich
wurden die Zellen mit 30 pM H,0O; inkubiert.

Um zu examinieren, ob die Zugabe von ROS in Form von H,O, einen vergleichbaren
inhibitorischen Effekt wie die Bestrahlung aufweist, wurden sowohl die mit TGF-§-
aktivierten Fibroblasten als auch wunbehandelte Fibroblasten analog zur
Bestrahlungsdauer mit 30 pM H,O; in PBS inkubiert. In Abbildung 12 und 13 ist die
(relative) Proteinexpresssion von o-SMA dargestellt, das als Marker fiir
ausdifferenzierte Myofibroblasten gilt. Nach dreitdgiger (Abbildungen 12 A und 13)
Inkubation mit H,O; ist die Menge an exprimiertem a-SMA nahezu so hoch, wie die der
Zellen, die bestrahlt (und mit TGF-B aktiviert) wurden. Dies deutet auf einen
vergleichbaren Effekt der beiden Behandlungen hinsichtlich des Inhibitionspotenzials
hin. Nach sechstdgiger Inkubation ist das Expressionsmuster zwischen den
verschiedenen Proben unterschiedlicher. Die Inkubation mit H,O, fiihrt hier zu einer
weitaus stidrkeren Abnahme der a-SMA-Expression verglichen mit den bestrahlten
und/oder TGF-B-aktivierten Zellen (Abbildungen 12 B und13).

Mit Hilfe von Antioxidantien sind Zellen in der Lage oxidativen Stress in Form von
ROS zu nivellieren. Ob eine zusitzliche Zugabe von Antioxidantien den inhibitorischen
Effekt der Bestrahlung vermindern kann und die Expression des Proteins a-SMA
dadurch ausbalanciert wird, ist in Abbildung 14 dargestellt. Unmittelbar nach jeder
Bestrahlung wurde dem Zellkulturmedium 1 mM GSH beigefiigt und die Zellen bis zur
nichsten Bestrahlung (24 Stunden spéter) darin kultiviert. Nach einer dreitdgigen
(Abbildung 14 A) Behandlung wurde die Menge an a-SMA mittels Western Blot-
Analyse bestimmt. Sowohl in den bestrahlten als auch in den unbestrahlten Zellen
filhrte die Zugabe von GSH zu keiner erhohten Proteinexpression von o-SMA
verglichen mit den nativen, unbehandelten Fibroblasten. Ein analoges Ergebnis ldsst
sich auch nach einer sechstigigen (Abbildung 14 B) Behandlung feststellen. Die
Zugabe von GSH fiihrt auch hier nicht zu einer signifikanten Erh6hung der a-SMA-
Expression.
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Abbildung 14: Die relative Expression des Proteins a-SMA in Relation zum
Kontrollprotein GAPDH. Humane dermale Fibroblasten wurden iiber drei (A)
bzw. sechs (B) Tage tiglich mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-B
aktiviert. Zusétzlich wurden sie mit 1 mM GSH behandelt (n.s. = nicht signifikant
[p>0,05]; n=8-13).

56



5 Ergebnisse

Bei dem Wirkstoff N-Acetylcystein (NAC) handelt es sich ebenfalls um ein
Antioxidant, welches chemisch hergestellt wird und durch die Bereitstellung von
Cystein zur Synthese von GSH beitrdgt. Wie in den vorangegangenen Experimenten
wurde dessen Einfluss auf bestrahlte und/oder TGF-B-aktivierte Zellen iiber einen
Zeitraum von drei (Abbildung 15 A) und sechs (Abbildung 15 B) Tagen untersucht. Die
gewihlte Konzentration betrug ebenso 1 mM, welche den Zellen unmittelbar nach der
Bestrahlung appliziert wurde. Wie in den vorangegangenen Versuchen mit GSH, fiihrte
auch hier die Inkubation mit NAC zu keiner signifikanten Anderung der a-SMA-
Expression. Nach dreitégiger (Abbildung 15 A) Bestrahlung (und Aktivierung mittels
TGF-p) fiihrte eine zusétzliche Inkubation mit NAC weder zu einer Erhohung noch zu
einer Verringerung der Proteinexpression von a-SMA.
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Abbildung 15: Die relative Expression des Proteins a-SMA in Relation zum
Kontrollprotein GAPDH. Humane dermale Fibroblasten wurden iiber drei (A)
bzw. sechs (B) Tage tiglich mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-B
aktiviert. Zusdtzlich wurden sic mit 1 mM NAC behandelt (n.s. = nicht
signifikant [p > 0,05]; n=2 - 13).

Auch eine sechstdgige Inkubation hatte keinen Einfluss auf das Expressionsmuster
(Abbildung 15 B). Die Bestrahlung verursacht sowohl in unbehandelten Zellen als auch
in TGF-B-aktivierten Zellen, trotz einer Inkubation mit Antioxidantien, eine Hemmung

der Proteinexpression.

Bei der Catalase handelt es sich um ein Enzym, welches ROS in Form von
Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und Wasser konvertiert. Ob die oben erwihnte
Gernerierung von ROS in Wechselwirkung mit der Catalase-Expression steht, wurde im
folgenden Experiment untersucht. Dabei wurden Fibroblasten einmalig mit 80 J/cm®
bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-f aktiviert und anschlieBend deren Catalase-
Expression nach einer, vier und 24 Stunden mittels Western Blot-Analyse (Abbildungen
16 und 17) bestimmt.
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Abbildung 16: Die relative Expression des Proteins Catalase in Relation zum Kontrollprotein
GAPDH. Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5
ng/ml TGF-B aktiviert. Die Catalase-Expression wurde 1, 4 und 24 Stunden nach Bestrahlungsende
bestimmt (* = signifikanz zu unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; (n = 8).

Bezug nehmend auf die Beobachtung, dass die erhohte Generierung von ROS einen
unmittelbar nach der Bestrahlung auftretenden Effekt darstellt und sich die Menge an
ROS nach 24 Stunden wieder auf Normalniveau befindet, wurde die Expression der
Catalase zu drei Zeitpunkten innerhalb dieser 24 Stunden bestimmt. Nach einer und vier
Stunden hat die Bestrahlung mit blauem Licht (Abbildung 16) keinen Effekt auf die
Catalase-Expression. Die bestrahlten Zellen weisen nach einer Stunde lediglich eine
tendenziell stirkere Expression auf, welche nach vier Stunden wiederum tendenziell
verringert ist. Ein signifikanter Unterschied in der Expression ist 24 Stunden nach der
Bestrahlung zu beobachten. Hier ist die Expression der Catalase in den lichtexponierten
Fibroblasten, welche sowohl mit TGF-f3 inkubiert wurden als auch unaktiviert blieben,

signifikant verringert.
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Abbildung 17: Western Blot-Analyse des Proteins Catalase und des
Kontrollproteins GAPDH eine, vier und 24 Stunden nach
Bestrahlungsende.
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5.4 Die Reduktion von Flavinen durch blaues Licht

Wie in der Einleitung bereits beschrieben (Abschnitt 1.4), sind Flavine Photoakzeptoren
fiir blaues Licht, da sie in diesem Wellenldngenbereich ein Absorptionsmaximum
aufweisen. Neben einer Vielzahl von Enzymen sind auch sie Cofaktoren der NOX4, da
sie iiber eine Reduktion ihrerseits fiir den Elektronentransport innerhalb des Enzyms
verantwortlich sind. Aufgrund der absorbierenden Eigenschaften von Flavinen im
Blaulichtbereich wurde zunichst untersucht, welchen Einfluss blaues Licht auf FAD
hat. Hierzu wurde FAD in Wasser gelost und mit einer Wellenlédnge von 453 nm und
Dosen von 0 J/em’~100 J/cm® bestrahlt.
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Abbildung 18: Das Absorptionsspektrum von FAD in demineralisiertem Wasser nach der
Bestrahlung mit einer Wellenliinge von 453 nm und den Dosen 0 J/cm’-100 J/cm’.

Die noch unbestrahlten Flavine weisen eine gelbliche Farbung und ein fiir sie
charakteristisches Absorptionsmaximum bei ca. 450 nm auf. In Abbildung 18 ist zu
erkennen, dass eine zunehmende Bestrahlungsdosis zu einer Abnahme dieses
Maximums fiithrt. Unbestrahlt liegt der hochste Absorptionswert bei ca. 1,0,
wohingegen die Bestrahlung mit einer Dosis von 20 J/cm® bereits zu einer Minderung
um 15 % fiihrt. Die Bestrahlung mit der Hochstdosis von 100 J/em?® fiihrt zu einer
Abnahme der Absorption um 94 % (0,06) und per Definition zu einer Reduktion der

Flavine.
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Dieser hier beobachtete Effekt wurde auch auf zelluldre Ebene iibertragen. Wie auch in
vorangegangenen Versuchen, wurden die Zellen einmalig mit einer Dosis von 80 J/cm®
bestrahlt und/oder mit TGF-f aktiviert. AnschlieBend wurde nach einer, vier und 24
Stunden die Menge an oxidierten Flavienen (FAD) detektiert.
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Abbildung 19: Die relative Menge an FAD in Fibroblasten nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/em? bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-B
aktiviert. Nach einer, vier und 24 Stunden wurde die intrazellulire Menge an FAD bestimmt (* =
signifikant zu unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n=10 - 11).

In Abbildung 19 ist dargestellt, dass die Bestrahlung mit 453 nm Einfluss auf die
Quantitédt von oxidierten Flavinen nimmt. So wurde eine Stunde nach Bestrahlungsende
eine signifikant geringere Menge an FAD (oxidiert) in den bestrahlten Proben (mit und
ohne TGF-p) detektiert, als in den unbehandelten Fibroblasten. Auch nach vier Stunden
ist dieser Unterschied weiterhin gegeben. Dariiber hinaus konnte nach vier Stunden eine
signifikante Differenz in der FAD-Menge zwischen der TGF-B-aktivierten Zellen und
den lichtexponierten Zellen festgehalten werden, was darauf hindeutet, dass die
Bestrahlung intrazelluldre Flavine reduziert. Nach 24 Stunden relativiert sich die
frithzeitig beobachtete Varianz und zwischen den untersuchten Proben besteht kein
Unterschied mehr in der Menge an FAD.
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5.5 Der Einfluss von blauem Licht auf NADPH-abhiingige
Oxidoreduktasen am Beispiel der NOX4

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, ist die NOX4 ein wichtiger Faktor in der
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und gehoért zu der Enzymgruppe
der NADPH-abhingigen Oxidoreduktasen. Durch die Oxidation von NADPH zu
NADP" und einem darauffolgenden Elektronentransport iiber die Reduktion von FAD
und die Oxidation von Eisen entstehen Superoxidanionen. Ein méglicher Einfluss von
Bestrahlung mit blauem Licht auf die Aktivitit von Oxidoreduktasen sowie die
Expression der NOX4 wurde mittels eines NADP(H)-Assays (Abschnitt 4.5) und der
PCR (Abschnitt 4.9) bestimmt. Zur Vergleichbarkeit wurden die Zellen zusétzlich mit
dem irreversiblen Inhibitor DPI inkubiert, welcher unter anderem die NOX4-Aktivitit
hemmt.
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Abbildung 20: Die relative NOX4-Genexpression nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-f
aktiviert. Die Nox4-Genexpression wurde eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende bestimmt

* = signifikant zu unbehandelten Zellen [p < 0,05]; n.s. = nicht signifikant [p >0,05];n=4-5).

Die Bestrahlung und/oder Aktivierung der Fibroblasten hat, wie in Abbildung 20
dargestellt, nach einer Stunde keinen Einfluss auf die NOX4-Genexpression. Auch nach
vier Stunden ist keine signifikante Verdnderung zwischen den unterschiedlich
behandelten Zellen detektierbar. Erst nach 24 Stunden ist eine Differenz in der
Genexpression festzustellen. So ist die NOX4-Genexpression in den TGF-B-aktivierten
Zellen, welche sowohl nicht bestrahlt als auch bestrahlt wurden, um mehr als das 10-
Fache erhoht. Dies lédsst darauf schliefen, dass die Bestrahlung mit blauem Licht keinen
Einfluss auf die Genexpression der NOX4 hat.

62



5 Ergebnisse

Aufgrund der Beobachtung, dass die Bestrahlung die NOX4-Genexpression nicht
beeinflusst, wurde in den folgenden Experimenten die Aktivitdt von Oxidoreduktasen
am Beispiel der NOX4, unter dem Einfluss von Bestrahlung und/oder TGF-3, mittels
eines NADP(H)-Assays analysiert. In Abbildung 21 ist die Menge an NADP(H)-Total
eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende/TGF-B-Aktivierung dargestellt. Die
Bestrahlung fiihrt sowohl in den nativen Fibroblasten als auch in den TGF-B-aktivierten
Fibroblasten zu einer verringerten Menge an NADP(H)-Total. Dieser Unterschied ist
zwischen den mit TGF-B-behandelten Zellen und den bestrahlten und TGF-B-aktivierten
Zellen eine Stunde nach Ende der Bestrahlung signifikant, was auf einen unmittelbaren
Effekt des blauen Lichts hindeutet. Nach vier Stunden ist diese Differenz bereits
deutlich schwicher zu beobachten und nach 24 Stunden nahezu nicht mehr detektierbar.
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Abbildung 21: Die relative Menge an NADP(H) nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-f
aktiviert. Die Menge an NADP(H)-Total wurde eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende bestimmt
(# = signifikant [p < 0,05]; n = 12).

Die Zugabe von DPI (Abbildung 22) fithrt zu einem analogen Ergebnis. Unmittelbar
nach Bestrahlungsende (eine Stunde) ist eine deutliche Reduktion der NADP(H)-Total-
Menge zu beobachten. Dieser Mengenunterschied ist zwischen den unbestrahlten Zellen
und den bestrahlten Zellen, welche zusitzlich mit DPI inkubiert wurden, signifikant.
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Abbildung 22: Die relative Menge an NADP(H) nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-
aktiviert. Zusétzlich wurden sie mit dem NOX4-Inhibitor DPI behandelt (5 pM). Die Menge an
NADP(H)-Total wurde eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende bestimmt (# = signifikant [p <
0,05];n=6-12).

Auch in diesem Zusammenhang relativiert sich die Differenz nach vier und 24 Stunden
und es ist kein signifikanter Unterschied in der NADP(H)-Total-Menge zwischen den
unbestrahlten und den bestrahlten Zellen detektierbar. Neben der Gesamtmenge an
NADP(H) wurde zur Aktivitdtsbestimmung auch die Menge des Substrats NADPH
bestimmt. In Abbildung 23 ist die relative Menge an NADPH eine, vier und 24 Stunden
nach Bestrahlungsende dargestellt. Zu keinem Zeitpunkt nach der Bestrahlung konnte in
diesem Versuch eine signifikante Anderung der NADPH-Menge detektiert werden.
Auch die Aktivierung mit TGF-B fiihrte zu keiner Anderung in der NADPH-Menge,
was auf eine konstante Aktivitdit der NOX4 hindeutet. Die Zugabe von DPI fiihrt
hingegen zu einer erhohten Menge an NADPH, was in Abbildung 24 verdeutlicht wird.
Bereits nach einer Stunde ist eine signifikant erhohte NADPH-Menge gegeniiber den
unbehandelten Zellen zu beobachten. In unbestrahlten, TGF-B-aktivierten Fibroblasten
ist diese Differenz ebenfalls signifikant. Mit blauem Licht bestrahlte und mit DPI
behandelte Zellen weisen hingegen eine dhnliche Menge an NADPH auf, wie die
Zellen, welche nicht mit DPI behandelt wurden. Nach vier Stunden ist zwischen den
Proben kein signifikanter Unterschied in der NADPH-Menge zu beobachten,
wohingegen der oben beschriebene inhibitorische Effekt durch DPI nach 24 Stunden
noch deutlicher ausgeprdgt ist. Die Inkubation mit DPI fiihrt in den unbestrahlten
Zellen, verglichen mit unbehandelten Zellen, zu einer Verdopplung der NADPH-
Menge. Auch in bestrahlten und TGF-B-aktivierten Zellen fithrt DPI zu einer
signifikanten Zunahme von NADPH. Die beobachteten Effekte affimieren die
inhibitorische Wirkung von DPI auf die NOX4.
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Abbildung 23: Die relative Menge an NADPH nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-8

aktiviert. Die Menge an NADPH wurde eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende bestimmt (n =
12).
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Abbildung 24: Die relative Menge an NADPH nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm* bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-
aktiviert. Zusétzlich wurden sie mit dem NOX4-Inhibitor DPI behandelt (5 #M). Die Menge an NADPH
wurde eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende bestimmt (* = signifikant zu unbehandelten
Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p <0,05];n =6 - 12).
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Durch die Detektion von NADP(H) Total und NADPH konnte mathematisch die Menge
an NADP" bestimmt werden. Abbildung 25 beschreibt die relative Menge von NADP"
eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlung und/oder TGF-B-Aktivierung. Die Zugabe
von TGF-fB fiihrt nach einer Stunde in den nativen Fibroblasten zu einer geringen
Erhohung der NADP'-Menge, was auf eine gesteigerte Aktivitit wihrend des
Differenzierungsprozesses hindeutet. Eine zusétzliche Bestrahlung fiihrt hingegen zu
einer signifikanten Reduktion der NADP'-Menge. Dieses Ergebnis ist sowohl nach
einer Stunde als auch nach vier Stunden zu beobachten und relativiert sich nach 24
Stunden partiell. Einzig die bestrahlten und TGF-B-aktivierten Fibroblasten weisen,
verglichen mit den unbehandelten Zellen, eine signifikant geringe Menge an NADP"
auf.
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Abbildung 25: Die relative Menge an NADP® nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm* bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-$
aktiviert. Die Menge an NADP* wurde eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende bestimmt und
berechnet (* = signifikant zu unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n = 12).

Welchen Einfluss der zusitzliche Einsatz des Inhibitors DPI auf die NOX4-Aktivitit
ausiibt, ist in Abbildung 26 dargestellt. Bereits eine einstiindige Inkubation fiihrt in
unbestrahlten Zellen zu einer verminderten NADP'-Generierung um mehr als 50 %. Im
zeitlichen Verlauf verstirkt sich dieses Ergebnis. Nach vier Stunden ist die NADP'-
Generierung um ca. 75 % verringert, nach 24 Stunden sogar um bis zu mehr als 90 %.
Eine zusitzliche Bestrahlung fiihrt iiber die Zeit zu einer Verstdrkung des beobachteten
Effekts. Eine negative Tendenz liegt der Tatsache zugrunde, dass die Menge an NADP"
aus den Werten von NADP(H) Total und NADPH berechnet wird.
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Abbildung 26: Die relative Menge an NADP* nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-
aktiviert. Zusitzlich wurden sie mit dem NOX4-Inhibitor DPI behandelt (5 yM). Die Menge an NADP*
wurde eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende bestimmt und berechnet (* = signifikant zu
unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05];n=6 - 12).

Die Ratio aus NADPH und NADP" gibt Aufschluss iiber den Umsatz unter Einfluss von
blauem Licht und/oder TGF-B-Induktion. In Abbildung 27 ist dargestellt, dass die
Bestrahlung von Fibroblasten den Umsatz von NADPH zu NADP" stark beeinflusst.
Eine Stunde nach Bestrahlungsende ist eine signifikant reduzierte Ratio (um ca. 50 %)
in den bestrahlten und TGF-B-aktivierten Zellen, verglichen mit den unbestrahlten und
TGF-B-aktivierten Zellen, detektierbar. Diese Differenz ist auch nach vier und 24
Stunden noch signifikant erhoht, wobei sie sich nach 24 Stunden minimal relativiert.
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Abbildung 27: Die relative Ratio von NADP*/NADPH nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-f
aktiviert. Die Ratio wurde aus der Menge an NADP(H) Total und NADPH berechnet (* = signifikant zu
unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n = 12).
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Die Zugabe von DPI zu unbestrahlten Zellen verursacht einen korrespondierenden
Effekt wie die einmalige Bestrahlung mit blauem Licht (Abbildung 28). Sowohl die
Bestrahlung als auch die Inkubation mit DPI fiihren eine Stunde und vier Stunden nach
Bestrahlungsende zu einer signifikanten Reduktion von NADP”NADPH. Die
Kombination von Bestrahlung und DPI fiihrt zur stdrksten Hemmung. Bedingt durch die
Tatsache, dass DPI die NOX4 irreversibel hemmt, befinden sich die Werte nach 24
Stunden nahe und sogar unter 0. Die Relativierung der Werte zwischen den
unbestrahlten und den bestrahlten Fibroblasten deutet darauf hin, dass die Zellen
innerhalb von 24 Stunden in der Lage sind, ein Gleichgewicht zwischen der NADPH-
und NADP'-Menge wiederherzustellen.
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Abbildung 28: Die relative Ratio von NADP*/NADPH nach Bestrahlung und/oder Aktivierung.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-
aktiviert. Zusdtzlich wurden sie mit dem NOX4-Inhibitor behandelt (5 yM). Die Ratio wurde aus der
Menge an NADP(H) Total und NADPH berechnet (* = signifikant zu unbehandelten Zellen [p < 0,05]; #
= signifikant [p < 0,05];n =6 - 12).
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5.6 Der Einfluss von blauem Licht auf Bestandteile des TGF-3-
Signalwegs

Der TGF-B-Signalweg reprasentiert den Schliisselprozess in der

Myofibroblastendifferenzierung. Eine Vielzahl von Proteinen ist in dieser

Singnalkaskade involviert und an verschiedenen Schnittstellen lokalisiert. Die Analyse

der integrierten Proteine ist Gegenstand der folgenden  Experimente.

Die Aktivierung des TGF-B-Signalwegs beginnt mit der Bindung der Liganden (TGF-p)
an die spezifischen Rezeptoren (detailliert in Abschnitt 1.3.2). In diesem Experiment
wurde tiberpriift, ob die Bestrahlung mit blauem Licht der Wellenldnge 453 nm bereits
in der frihen Phase des Signalwegs einen Einfluss ausiibt. Dabei wurden die
Fibroblasten tiglich iiber einen Zeitraum von drei bis sechs Tagen mit 80 J/cm®
bestrahlt und/oder 5 ng/ml TGF-p aktiviert.
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Abbildung 29: Die relative Anzahl an TGF-BRI-positiven Zellen. Humane dermale Fibroblasten wurden
taglich iiber drei bzw. sechs Tage mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-f aktiviert. (* =
signifikant zu unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n.s. = nicht signifikant; n = 6)
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Abbildung 30: Die TGF-BRI-Expression im Histogramm Overlay.
Fibroblasten wurden iiber drei (A) und sechs (B) Tage tiglich mit einer Dosis von 80 J/cm?
bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF- aktiviert. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitit gegen
die Anzahl der Zellen.
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Abbildung  31: Die TGF-BRII  Expression im  Histogramm  Overlay.
Fibroblasten wurden iiber drei (A) und sechs (B) Tage tiglich mit einer Dosis von 80 J/cm?
bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF- aktiviert. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitit gegen
die Anzahl der Zellen.
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Die Inkubation mit 5 ng/ml TGF-p fiihrt in unbestrahlten Zellen bereits nach drei Tagen
zu einer signifikanten Erhohung TGF-BRI-exprimierender Zellen um 100 %
(Abbildungen 29 und 30 A). Diese Zunahme ist auch nach sechs Tagen zu beobachten,
wohingegen die Erhohung in diesem Fall ca. 63 % betrdgt. Auch die zusétzliche
Bestrahlung fiihrt zu einer signifikanten Zunahme an positiven Zellen, verglichen mit
den unbehandelten Zellen und den ausschlieBlich bestrahlten Zellen. Im Kontrast dazu
besteht keine signifikante Differenz in der Rezeptorexpression zwischen den TGF-B-
aktivierten Zellen, welche unbestrahlt sind und den Zellen, welche bestrahlt wurden.
Die alleinige Bestrahlung fiihrt nach drei Tagen jedoch zu einer signifikanten Zunahme
positiver Zellen, was nach sechs Tagen hingegen nicht mehr detektiert werden konnte.
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Abbildung 32: Die relative Anzahl an TGF-BRII-positiven Zellen

Humane dermale Fibroblasten wurden tiglich iiber drei bzw. sechs Tage mit 80 J/cm” bestrahlt und/oder
mit 5 ng/ml TGF-f aktiviert (n = 6).

Der zum Komplex gehorende Rezeptor Typ-II wurde ebenfalls untersucht und wies in
der Expression keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Proben
auf (Abbildungen 31 und 32). Die Anzahl an TGF-BRII-positiven Zellen blieb tiber den
Behandlungszeitraum von drei und sechs Tagen konstant bei einem Wert von 2,2-2.,6
%, was darauf hindeutet, dass weder die Inkubation mit TGF-f noch eine Bestrahlung
mit blauen Licht Einfluss auf die Expression des Rezeptors vom Typ-II nehmen.
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Ein Charakteristikum und auch Voraussetzung fiir die Ausdifferenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten ist die Synthese des EDA-FN, eine spezielle
Splicevariante des Fibronektins (detailliert in Abschnitt 1.3.1). In diesem Experiment
wurde untersucht, ob sich die Bestrahlung mit blauem Licht auf die EDA-FN Synthese

auswirkt.
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Abbildung 33: Die relative Expression des Proteins EDA-FN in Relation zum Kontrollprotein a-
Tubulin. Humane dermale Fibroblasten wurden tiglich iiber drei bzw. sechs Tage mit 80 J/cm” bestrahlt
und/oder mit 5 ng/ml TGF-p aktiviert. (* = signifikant zu unbehandelten Zellen [p < 0,05]; n.s. = nicht
signifikant [p > 0,05]; n =75 - 6).

Eine dreitdgige Inkubation von Fibroblasten mit 5 ng/ml TGF-f fiihrt, wie in Abbildung
33 dargestellt, zu einer signifikanten Zunahme des Proteins EDA-FN. Auch in den
zusétzlich bestrahlten Fibroblasten fiihrt die Inkubation mit TGF-f zu einer erhéhten
EDA-FN-Expression. Die Bestrahlung hat nach drei Tagen demnach keinen Einfluss
auf die Synthese von EDA-FN. Nach einem Behandlungszeitraum von sechs Tagen
erhoht sich die Menge des Zielproteins sowohl in den unbehandelten Zellen als auch in
den TGF-B-aktivierten Zellen (unbestrahlt und bestrahlt). Einzig in den bestrahlten
Zellen, welche nicht mit TGF-B aktiviert wurden, ist die Zunahme vergleichsweise
gering (von 0,05 auf 0,09). Die signifikante Differenz der Proteinexpression zwischen
den unbehandelten Zellen und den mit TGF-B-aktivierten Zellen bleibt auch nach sechs
Tagen bestehen (0,81 vs. 4,48). Hinsichtlich einer Hemmung der Expression, bedingt
durch die Bestrahlung, ldsst sich in den TGF-B-aktivierten Zellen lediglich ein Trend

verzeichnen, welcher nicht signifikant ist.
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In der TGF-B-Signalkaskade spielen die sogenannten SMAD-Proteine eine wichtige
Rolle in der Signalweiterleitung bis hin zum Zellkern. Eines dieser SMAD-Proteine ist
das SMAD3, welches im TGF-B-Signalweg durch Phosphorylierung aktiviert wird
(detailliert in Abschnitt 1.3.2).
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Abbildung 34: Die relative Expression des Proteins (p)SMAD3 (52 kDa) und dessen Ratio in
Relation zum Kontrollprotein GAPDH.

Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm? bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-p
aktiviert. Nach einer, vier und 24 Stunden wurde Expression von SMAD3 (A), pPSMAD3 (B) und deren
Ratio (C) bei 52 kDa mittels Western Blot-Analyse (D) bestimmt (n = 5-6).

Die einmalige Bestrahlung mit blauem Licht hat, wie in Abbildung 34 (A, B und D)
dargestellt, weder einen Einfluss auf die Expression von SMAD3 noch auf die
Expression der phosporylierten Form pSMAD?3. Die Aktivierung der Fibroblasten mit
TGF-B fiihrt zu einer tendenziell erhohten Expression des Proteins (inaktiv und
phosphoryliert). Diese Beobachtungen implizieren, dass die Aktivierung mittels TGF-3
zu einer gesteigerten Expression fiihrt, jedoch nicht zu einer gesteigerten

Phosphorylierung, was in Abbildung 24 C durch die Ratio ersichtlich wird.
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Neben SMAD3 mit einem Molekulargewicht von 52 kDa wurde zusétzlich eine weitere
Bande bei ca. 30 kDa detektiert, was darauf hindeutet, dass es sich hierbei um eine
Untereinheit handelt.
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Abbildung 35: Die relative Expression des Proteins (p)SMAD3 (30 kDa) und dessen Ratio in
Relation zum Kontrollprotein GAPDH.

Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-p
aktiviert. Nach einer, vier und 24 Stunden wurde Expression von SMAD3 (A), pSMAD3 (B) und deren
Ratio (C) bei 30 kDa mittels Western Blot-Analyse (D) bestimmt (* = signifikant zu unbehandelten
Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n = 4-5).

Die Bestrahlung von Fibroblasten fiihrt hier zu einer signifikant erhohten SMAD3-
Expression; sowohl in den nativen Fibroblasten als auch in den TGF-B-aktivierten
Zellen. (Abbildung 35 A und D). Die Auspriagung dieses Effekts ist eine Stunde nach
Bestrahlungsende am deutlichsten zu beobachten. Nach vier Stunden ist eine
vergleichbare Tendenz zu erkennen, wohingegen nach 24 Stunden keine Differenz in
der Proteinexpression zu detektieren ist. Auch die Menge der phosphorylierten Form
des Proteins SMAD3 ist in den zuvor bestrahlten Zellen nach einer Stunde signifikant
um ein Vielfaches erhoht (Abbildung 35 B und D). Nach vier Stunden weisen alle
Proben eine gesteigerte Expression auf, wenngleich die Differenz in der Expression
zwischen unbestrahlten und bestrahlten Zellen nach wie vor signifikant ist. Eine Stunde
nach Bestrahlungsende haben weder die Bestrahlung noch die Inkubation mittels TGF-f
einen signifikanten Einfluss auf die Expression von pPSMAD3 im Verhiltnis zu SMAD3
(Abbildung 35 C). Nach vier Stunden ist in den TGF-B-aktivierten Zellen ein erhohter
Trend zu beobachten, welcher jedoch nicht signifikant ist. Die Analyse nach 24 Stunden
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ergab eine signifikant erhohte Aktivitit in den kombiniert bestrahlten und TGF-f-

aktivierten Proben.

Neben der Signaltransduktion tiber SMAD-Proteine ist auch der MAP-Kinase-
Signalweg wihrend des Differenzierungsprozesses von hoher Relevanz. Zur Aufklarung
in welchem Mal die Bestrahlung einen Einfluss auf Segmente der MAP-Kinase-
Signaltransduktion hat, wurde die Expression von (p)ERK und (p-)p38 mittels Western
Blot-Analyse bestimmt.
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Abbildung 36: Die relative Expression des Proteins (p)ERK1/2 und dessen Ratio in Relation zum

Kontrollprotein GAPDH.
Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-p

aktiviert. Nach einer, vier und 24 Stunden wurde die Expression von ERK1/2 (A), pERK1/2 (B) und
deren Ratio (C) mittels Western Blot-Analyse (D) bestimmt (* = signifikant zu unbehandelten Zellen [p <

0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n = 8).

Wie in den vorangegangenen Versuchen wurden Fibroblasten einmalig mit 80 J/cm®
bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-B aktiviert, um die Differenzierung zu
Myofibroblasten einzuleiten. Wie in Abbildung 36 dargestellt, fiihrt eine einmalige
Bestrahlung zu einer signifikant verminderten Expression von ERK1/2 (Abbildunge 36
A und D). Die singuldre Inkubation mit TGF-f fithrt nach einer Stunde zu einer
tendenziell erhohten Expression (1,2) wohingegen eine zusétzliche Lichtexposition die
Expression signifikant um ca. 50 % hemmt (0,64). Dieser Effekt ist auch nach vier
Stunden zu detektieren, wohingegen sich das Expressionsmuster nach 24 Stunden
relativiert und keine Differenz mehr festzustellen ist. Auch bei der phosphorylierten
Form von ERKI1/2 inhibiert die Bestrahlung die Expression sowohl in nativen
Fibroblasten als auch in TGF-B-aktivierten Fibroblasten signifikant (Abbildung 36 B).
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5 Ergebnisse

Die Proben, die nach 24 Stunden untersucht wurden, unterscheiden sich allerdings
hinsichtlich des Expressionsmusters von der phosphorylierten Form des Proteins. Die
inhibierende Wirkung des blauen Lichts erstreckt sich bei pERKI1/2 iiber einen
Zeitraum von bis zu 24 Stunden. Das Verhiltnis der phosphorylierten Form des Proteins
zum unphosphorylierten Zustand ist in Abbildung 36 D dargestellt. Auch hier ist eine
inhibierende Tendenz durch die Bestrahlung erkennbar, welche jedoch nicht signifikant
ist. Eine signifikante Hemmung durch blaues Licht konnte erst nach 24 Stunden
detektiert werden.

Bei dem Protein p38 handelt es sich um ein Protein, welches in der Literatur ebenfalls
als ein Mediator der TGF-B-Signaltransduktion beschrieben wird und folglich ein
Faktor der Myofibroblastendifferenzierung darstellt.
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Abbildung 37: Die relative Expression des Proteins (p-)p38 und dessen Ratio in Relation zum
Kontrollprotein GAPDH.

Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-p
aktiviert. Nach einer, vier und 24 Stunden wurde Expression von p38 (A), phosphop38 (B) und deren
Ratio (C) mittels Western Blot-Analyse (D) bestimmt (* = signifikant zu unbehandelten Zellen [p < 0,05];
# = signifikant [p < 0,05]; n = 4).
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5 Ergebnisse

In der Abbildung 37 ist die Analyse der Expression von p38, p-p38, und die daraus
gebildete Ratio sowie der Western Blot dargestellt. Eine Stunde nach Bestrahlungsende
ist kein signifikanter Unterschied in der Expression von p38 detektierbar (Abbildung 37
A). Erst vier Stunden nach der Bestrahlung ist die Expression von p38 in den
lichtexponierten Proben verglichen mit den unbehandelten Proben signifikant
verringert. Bei der phosphorylierten Form des Proteins war eine stirkere Differenz der
Expression zu beobachten. So ist nach einer Stunde die Expression in den bestrahlten
Proben bereits tendenziell inhibiert (Abbildung 37 B). Vier Stunden nach der
Lichtexposition ist diese Differenz in der Expression zwischen den bestrahlten
Fibroblasten und den unbestrahlten Fibroblasten (unabhingig von der TGF-B-
Aktivierung) signifikant. Diese Beobachtung erstreckt sich auch partiell auf einen
Zeitraum von 24 Stunden, wobei hier die unbestrahlten, TGF-B-aktivierten Fibroblasten
eine verringerte Expression verglichen mit den unbehandelten Zellen aufweist. Durch
die Bildung des Quotienten (Abbildung 37 C) relativieren sich die Ergebnisse, sodass
der Unterschied nicht signifikant ist. Lediglich ein tendenziell inhibierender Effekt
durch die Bestrahlung ist zu beobachten.
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5 Ergebnisse

5.7 Die ATP-Generierung

Die Generierung von ATP durch einen Elektronentransport ist die Hauptaufgabe der
Atmungskette. In diesem Vorgang sind auch Flavinmolekiile als Cofaktoren
gegenwirtig und spielen bei der Elektroneniibertragung eine wichtige Rolle. Wie oben
bereits erldutert (Abschnitt 5.1), wurde in Vorarbeiten eine dosisabhingige
Proliferationshemmung von Fibroblasten durch die Bestrahlung mit blauem Licht
beobachtet. Um zu {Uberpriifen, ob diese Hemmung in Zusammenhang mit
Stoffwechselprozessen steht, wurde die ATP-Menge nach Bestrahlung und/oder TGF-3-

Aktivierung bestimmt.
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Abbildung 38: Die relative Menge an ATP nach Bestrahlung und/oder Aktivierung

Humane dermale Fibroblasten wurden einmalig mit 80 J/cm® bestrahlt und/oder mit 5 ng/ml TGF-p
aktiviert. Nach einer, vier und 24 Stunden wurde die ATP-Menge bestimmt (* = signifikant zu
unbehandelten Zellen [p < 0,05]; # = signifikant [p < 0,05]; n=9).

Die einmalige Bestrahlung von Fibroblasten mit blauem Licht fiihrt, wie in Abbildung
38 dargestellt, bereits nach einer Stunde zu einer signifikanten Inhibition der ATP-
Generierung, welche auch nach vier Stunden noch zu beobachten ist. Nach 24 Stunden
relativiert sich die Differenz und es ist zwischen den unterschiedlich behandelten
Proben kein signifikanter Unterschied in der ATP-Generierung detektierbar.
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Der Wundheilungsprozess der Haut ist ein sehr koplexer und effizienter Mechanismus
des grofften menschlichen Organs, in welchem unmittelbar nach einer Verletzung
intrazelluldr und interzelluldr Signalwege aktiviert und koordiniert werden. Dabei sind
eine Vielzahl von Zellen, wie Immunzellen (Neutrophile Granulozyten, Monozyten,
Lymphozyten und Dendritische Zellen), Endothelzellen, Keratinozyten und
Fibroblasten beteiligt (Gurtner et al. 2008). In der reparativen Phase der Wundheilung
erfolgt neben der Umstrukturierung der extrazelluldren Matrix auch die Differenzierung
von Fibroblasten zu Myofibroblasten, welche tiber ihre hohe kontraktile Kraft die
Wundriander zusammenfiihrt und die Wunde letztlich verschliefit (Hinz 2007).

Storungen in diesem Prozess konnen zu fibrotischen Erkrankungen der Haut fiihren, wie
Keloide und hypertrophe Narben, welche abnormale Hautverdnderungen infolge von
Trauma, Entziindung oder Verbrennung darstellen. Sie sind typischerweise erhaben, rot
oder rosafarben und gelegentlich juckend. Im Unterschied zu Keloiden, welche gesunde
Hautareale iiberwachsen, {iberschreiten hypertrophe Narben nicht die Grenze des
urspriinglichen Verletzungsgebiets (Murray 1994; Slemp und Kirschner 2006).
Verglichen mit gesunder Haut ldsst sich eine Vielzahl von Unterschieden feststellen. So
ist die Kollagensynthese tiberproportional gesteigert sowie die Proliferation von
Fibroblasten und die Differenzierungsrate von Fibroblasten zu Myofibroblasten
(Gauglitz et al. 2011).

Das Zytokin TGF-B spielt im Prozess der Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten in vivo und in vitro eine Schliisselrolle (Vaughan et al. 2000) und auch
auf dieser Ebene besteht ein Ungleichgewicht in der TGF-B-Expression zwischen
gesundem Gewebe und keloidalem Gewebe. Sowohl die Expression des Zytokins als
auch die Expression der TGF-B-Rezeptoren sind in Keloiden stark erhoht (Wolfram et
al. 2009 Bock et al. 2005; Chin et al. 2001). Dies spricht fiir eine verstirkte
Differenzierung zu Myofibroblasten, welche durch die de novo Expression des
Myofibroblastenmarkerproteins a-SMA  charakterisiert ~ ist. =~ Neben  der
Signaltransduktion iiber SMAD-Proteine und MAP-Kinasen spielt auch die Menge an
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) eine entscheidende Rolle im Differenzierungsprozess
von Fibroblasten zu Myofibroblasten und somit auch in der Entstehung von
profibrotischen Erkrankungen.
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6.1 Die Rolle von ROS wiihrend der Differenzierung von Fibroblasten
zu Myofibroblasten

Bei ROS handelt es sich um eine kurzlebige, aus Sauerstoff hervorgegangene
Verbindung, wie Sauerstoffradikale [Superoxide (O,), Hydroxyle (*OH), Peroxyle
(RO;°*) und Alkoxyle (ROe<)] sowie Molekiile, die oxidierend wirken und/oder in
Radikale konvertiert werden konnen, wie Ozon (Os), singulett Sauerstoff ('O,) und
Wasserstoffperoxid (H,0,). Sie interagieren mit einer Vielzahl von Molekiilen, wie
Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren (Bedard und Krause 2007). Neben ihrer
schiadigenden Wirkung in hohen Mengen, welcher als oxidativer Stress bezeichnet wird,
dienen sie auch als Signalmolekiile fiir metabolische Prozesse von Zellen. Der Beweis
dafiir stellt die Identifikation der NADPH-Oxidasen (NOX) dar, welche ROS nicht als
Nebenprodukt generieren, sondern deren Hauptaufgabe die ROS-Produktion ist. Sie
katalysieren die NADPH-abhéngige Reduktion von molekularem Sauerstoff zu
Superoxidanionen, welche ihrerseits zu Wasserstoff dismutieren (Leusen ef al. 1996).
Die Isoform NOX4 ist ein aus 578 Aminosiduren bestehendes Protein, welches stark in
Nierentubuli, glomeruldren Mesangiazellen, Fibroblasten und Podozyten exprimiert ist
(Bondi et al. 2010; Shiose et al. 2001; Gorin et al. 2003). Obwohl die meisten
vaskuldren und renalen NOX-Isoformen durch profibrotische Stimuli wie TGF-f,
Angiotensin II oder Hyperglykdmie reguliert werden, besitzt die NOX4 eine
priadominante Rolle in der Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten (Barnes
und Gorin 2011).

Es ist etabliert, dass TGF-P als der potenteste profibrotische Faktor die Expression der
NOX4 und die damit einhergehende ROS-Generierung, in einer Vielzahl von Zellen
induziert, wie in glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Hepatozyten und Fibroblasten
(Abbildung 39) (Bondi et al. 2010; Hecker et al. 2009; Cucoranu et al. 2005; Sturrock
et al. 2006; Hu et al. 2005). Eine erhohte ROS-Generierung durch NADPH-Oxidasen
wird neben der Induktion von profibrotischen Erkrankungen der Lunge, des Herzens
und der Niere (Lambeth 2007; Barnes und Gorin 2011) auch mit profibrotischen
Ekrankungen der Haut, wie Keloiden und hypertrophen Narben in Zusammenhang
gebracht (Babalola ez al. 2014).
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Abbildung 39: Die Induktion der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten iiber die
NOX4. Als profibrotisches Zytokin fithrt TGF- zu einer gesteigerten NOX4-Expression und folglich zu
einer erhohten ROS-Generierung. Diese ist neben einer gesteigerten Proliferationsrate auch urséchlich fiir
eine vermehrte Differenzierungsrate von Fibroblasten zu Myofibroblasten, was in profibrotischen
Erkrankungen resultieren kann.

Die bisherigen Therapieoptionen zur Behandlung von Keloiden und hypertrophen
Narben ist vielfdltig, jedoch ist die chirurgische Entfernung des betroffenen Gewebes
bisher die gidngigste Behandlungmethode (Wolfram et al. 2009). Neben den Therapien
mithilfe von Druck, Silikongel-Auflagen, Corticosteroiden, Rontgenbestrahlung und
dem FEinsatz einer Kryotherapie, zeigte auch die Verwendung von gepulsten Farblasern
Erfolge in der Behandlung von Keloiden und hypertrophen Narben, was in Abschnitt
1.2.2 detailliert beschrieben wurde. In der Dermatologie wird heutzutage Licht im
sichtbaren und UV-Bereich bereits vielschichtig genutzt. Als bekannteste Therapien
sind dabei die Intense pulsed light-Therapie (ILP), die Low-level light therapy (LLLT), die
Photodynamische Therapie (PDT) und die Psoralen plus ultraviolet A-Therapie
(PUVA) zu benennen, welche jedoch hdufig auf dem Einsatz von polychromatischem
Licht basieren.

Blaues Licht wird in der Dermatologie bisher in der Behandlung von Erkrankungen wie
Akne (Wheeland und Dhawan 2011; Gold et al. 2011), Psoriasis (Pfaff et al. 2015) und
atopischer Dermatitis (Becker ef al. 2011) verwendet. Das Spektrum blauen Lichts
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erstreckt sich iiber einen Wellenldngenbereich von 400-500 nm und im Vergleich zu
Studien mit UV-Licht sind die Erkenntnisse {iber die Effekte des blauen Lichts auf
Wundheilungsparameter und deren molekulare Mechanismen, die diesen Effekten
zugrunde liegen, noch weitestgehend unerforscht. Neben einem moglichen
zytotoxischen  Einfluss  sowie seiner modulativen  Wirkung auf das
Proliferationsverhalten, wurde in der Vergangenheit auch der Einfluss von

Blaulichtbestrahlung auf den Differenzierungsprozess von Zellen untersucht.

Die Arbeitsgruppe um Godley und Mitarbeitern publizierte im Jahr 2005, dass die
Bestrahlung mit blauem Licht (390-550 nm) in Pigmentepithelzellen zu einer erhéhten
ROS-Generierung fithrt. Dabei detektierten sie in isolierten Mitochondrien nach
Blaulichtexposition eine erhohte Menge an singulett Sauerstoff, Superoxidanion und
Hydroxylradikalen (Godley et al. 2005). Eine dhnliche Beobachtung wurde auch bei
dermalen Fibroblasten gemacht. Die Bestrahlung mit monochromatischem blauem Licht
der Wellenldngen 410, 415 und 420 nm fiihrte dosisabhéngig zu einer erhohten ROS-
Produktion (Oplénder et al. 2011; Mamalis et al. 2015). Im Jahr 2014 untersuchte die
Arbeitsgruppe um Taflinski erstmals den Einfluss von blauem Licht auf TGF-B-
aktivierte Fibroblasten. Dabei detektierten sie, dass durch die Bestrahlung mit einer
Wellenldnge von 420 nm (ebenfalls dosisabhingig) vermehrt ROS generiert und
gleichzeitig die Expression des Myofibroblastenmarkerproteins a-SMA inhibiert wurde
(Taflinski et al. 2014).

Auf diesen Beobachtungen aufbauend, lag der Fokus meiner aktuellen Arbeit auf die
Untersuchung  der  Auswirkungen von  sichbarem  blauem Licht auf
wundheilungsrelevante Parameter und die Entschliisselung des molekularen
Mechanismus der Blaulichteffekte. Dazu verwendete ich monochromatisches blaues
Licht der Wellenldnge 453 nm, welches bereits in meinen Vorarbeiten (Abschnitt 8.1)
zu einer dosisabhdngigen Hemmung der Proliferation sowie zu einer Hemmung der
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten fiihrte. In dieser Arbeit bestitigen
sich die Ergebnisse. Durch eine tdgliche Bestrahlung mit blauem Licht der Wellenlidnge
453 nm konnte ich in TGF-B-aktivierten Fibroblasten zeigen, dass die Expression von
a-SMA inhibiert und somit die Ausbildung des Myofibroblasten-Phinotyps verhindert
wird (Abbildungen 9 und 10). Diese Beobachtungen wurden von einer erhohten ROS-
Generierung begleitet. Dabei wurde die ROS-Akkumulation nach einmaliger
Bestrahlung iiber einen Zeitraum von 0,5 bis 24 Stunden untersucht, wobei die hochste
Menge an ROS bereits eine Stunde nach Bestrahlungsende detektiert werden konnte
(Abbildung 11). Ob die durch blaues Licht vermehrt produzierten ROS fiir die von mir
beobachtete Differenzierungshemmung verantwortlich ist, wurde mittels einer
zusétzlichen Inkubation der TGF-B-aktivierten Zellen mit Wasserstoffperoxid
untersucht (Abbildung 12). Wie auch durch die Bestrahlung mit blauem Licht, fiihrte
die Inkubation mit ROS in Form von H,O; zu einer signifikant verminderten Expression
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von a-SMA, was bestdtigt, dass eine erhohte Menge an ROS fiir die Inhibition der
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten verantworlich ist (Abbildung 40).

453nm

O

Fibroblast

Myofibroblast

Abbildung 40: Der Effekt von blauem Licht auf die Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten. Die Bestrahlung von blauem Licht fithrt zu einer erhohten ROS-Generierung in
Fibroblasten, welche die Differenzierung zu Myofibroblasten inhibiert.

Der Grund fiir eine unterschiedlich starke ROS-Generierung liegt in den physikalischen
Eigenschaften der verwendeten Wellenldngen. Der Wellenldngenbereich von UVA-
Strahlung erstreckt sich von ca. 315-400 nm. Verglichen mit dem hohen energetischen
Potential der UVB- und UVA-Strahlung (3,26-2,95 Elektronenvolt), ist das
energetische Potenzial von blauem Licht weitaus geringer (2, 53-2,95 Elektronenvolt).
So ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine Absorption der UV-Strahlung durch
Photosensibilisatoren und die damit einhergehende ROS-Entstehung durch die
Elektronentibertragung auf Sauerstoff wesentlich hoher als bei blauem Licht. Dennoch
detektierten mehrere Arbeitsgruppen auch eine erhohte ROS-Generierung in Form von
singulett Sauerstoff, Superoxidanionen und Hydroxylradikalen (Godley et al. 2005;
Oplénder et al. 2011; Mamalis ef al. 2015). Dabei verwendeten sie jedoch blaues Licht,
dessen Wellenldnge sich nahe zum energetisch hoheren UV-Bereich befindet, wie 410,
415 und 420 nm. Da sich innerhalb einer Zelle mehr Photosensibilisatoren fiir UVA-
Licht befinden, kann davon ausgegangen werden, dass die von diesen Arbeitsgruppen
vorgestellten Ergebnisse moglicherweise darauf beruhen, dass die Nédhe der eingesetzten
Wellenldngen zum UVA-Bereich fiir die erhohte ROS-Generierung verantwortlich ist.
Den Beweis dafiir zeigte auch die Gruppe um Opldnder und Mitarbeitern. Die
Bestrahlung mit hoheren Wellenlédngen, welche sich entfernter vom UVA-Bereich
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befinden (453 und 480 nm), induzierten bei der gleichen Dosis weniger ROS (Oplénder
etal 2011).

Eine weitere Beobachtung, die nicht auller Acht gelassen werden sollte, ist, dass neben
einer Inhibition der Differenzierung durch ROS auch eine moégliche Redifferenzierung
der Fibroblasten durch die Bestrahlung respektive Inkubation mit H,O, erzielt werden
kann. Nicht nur die Expression in TGF-B-aktivierten Zellen wurde durch die
Bestrahlung mit blauem Licht und der zusétzlichen Inkubation mit H,O, gehemmt, auch
die nativen Fibroblasten zeigten nach der tdglichen Bestrahlung oder Inkubation mit
H,0, eine verminderte a-SMA-Expression (Abbildung 12 und Abbildung 13). Der
Vorgang der Redifferenzierung von Myofibroblasten zuriick zu Fibroblasten ist bisher
noch weitestgehend unklar. Kiirzlich durchgefiihrte Studien konstantierten jedoch, dass
mehrere antifibrotische Mediatoren, wie MyoD (Hecker ef al. 2011), Prostaglandin E,
(PGEy) (Garrison et al. 2013), fibroblast growth factor (FGF) (Ramos et al. 2010) und
Nuclear factor erythroid 2-related factor2 (Nrf2) (Artaud-Macari et al. 2013) iiber die
Fahigkeit verfiigen, etablierte Myofibroblasten zu redifferenzieren. Darauthin wurden
weitere Verbindungen identifiziert, wie Capsaicin (Bitencourt et al. 2014), S-Nitroso-N-
Acetylcystein (Stefano et al. 2011), Traubenkernextrakt (GSPs) (Vaid et al. 2011) und
Kupfer/Zink Superoxiddismutasen (Cu/Zn SOD) (Vozenin-Brotons et al. 2001). Da es
sich bei einigen Substanzen um Stoffe handelt, die oxidativem Stress entgegenwirken,
konnten ROS als Signalmolekiile fiir die Differenzierung nicht mehr ausreichend
vorhanden sein. So scheint die Induktion der Differenzierung stark von der
Konzentration der ROS abhingig zu sein. Eine Inhibition der ROS-Generierung und
eine zu hohe ROS-Generierung wirken demnach redifferenzierend.

6.2 Die Rolle von Flavinen als Photoakzeptoren fiir blaues Licht

Endogene Photosensibilisatoren fiir blaues Licht stellen Flavine dar. Bei ihnen handelt
es sich um gelbe Verbindungen mit einer Basisstruktur von 7,8-dimethyl-10-
alkylisoalloxanzin, welche in vielen biochemischen Reaktionen als Coenzyme und
Photoakzeptoren beteiligt sind und bei 220, 265, 375 und 445 Absorptionsmaxima
aufweisen. Da eines dieser Maxima mit der in dieser Arbeit eingesetzten Wellenldnge
nahezu identisch ist, stellte sich die Frage, ob die Bestrahlung mit blauem Licht zu einer
Anderung der Flavinmolekiile fiihrt.

In Pflanzen ist es schon lange bekannt, dass blaues Licht viele Vorginge reguliert wie
Phototropismus, das Offnen der Stomata, die Inhibition des Hypokotylwachstums, die
Induktion der Bliite, den zirkadialen Rhythmus sowie die lichtabhingige
transkriptionale Regulation. Die Blaulicht-Photorezeptoren wie Cryptochroml,
Phototropine und die photoaktivierte Adenylatcyclase (PAC) sind mit Flavinen, wie
Flavinmononukleotide (FMN) und Flavindinukleotide, verbunden (Losi 2007). Auch in
menschlichen Zellen stellen sie wichtige Co-Faktoren enzymatischer Reaktionen dar,
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wie beispielsweise bei den Oxidoreduktasen Succinatdehydrogenase und NOX. Wie in
der  Einleitung  bereits  erwédhnt, sind  Flavine  fdhig  Ein- und
Zweielektronentransferreaktionen zu katalysieren und je nach Redoxstadium dndert sich
auch ihr Absorptionsspektrum. Beruhend auf diesen Erkenntnissen wurde hier auch der
Einfluss von Blaulichtbestrahlung auf Flavine untersucht. Zum einen auf die oxidierten
Flavinadenindinukleotide in wéssriger Losung (Abbildung 18) und zum anderen auf den
intrazelluldren Gehalt an oxidierten Flavinen nach einmaliger Blaulichtexposition
(Abbildung 19). In wissriger Losung fiihrte die Blaulichtbestrahlung mit 100 J/cm® zu
einer Anderung des Absorptionsspektrums. Die Absorptionsmaxima wurden kleiner und
charakteristisch fiir die reduzierte Form von Flavinen. Auch intrazelluldr wurde nach
einmaliger Bestrahlung eine signifikant verringerte Menge an oxidierten Flavinen
detektiert, was ebenso auf eine Reduktion von FAD durch Blaulichtbestrahlung
hindeutete.

Ob diese beobachtete Reduktion von Flavinen auch die Aktivitdt von Enzymen, wie die
NADPH-abhéngige Oxidoreduktase NOX4 beeinflusst, wurde mittels eines NADP(H)
Assays bestimmt, welcher die Gesamtmenge NADP(H) und die Menge an NADPH
detektiert und aus deren Differenz die Menge an NADP™ bestimmt werden kann
(Abbildungen 21-28). Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde zusdtzlich der
Inhibitor DPI eingesetzt, welcher die NOX4 irreversibel bindet. Eine einmalige
Bestrahlung mit einer Dosis von 80 J/cm® fiihrte eine Stunde nach Bestrahlungsende zu
einer signifikant verringerten NADP(H)-Gesamtenge. Diese Differenz war, wie auch
bei der ROS-Detektion (Abbildung 11), nach 24 Stunden wieder ausgeglichen, was auf
einen unmittelbaren, wenn auch zeitlimitierten Effekt des Lichtes hindeutet. Die
Inkubation der Fibroblasten mit DPI fiihrt zu einem gleichartigen, wenn auch stirkeren
Effekt.

Aufschluss tiber die Aktivitdt eines NADPH-abhéngigen Enzyms gibt die Detektion des
zu oxidierenden Substrats NADPH und des Produkts aus dieser Oxidation, das NADP".
Wie auch bei dem vorherigen Experiment wurde die Menge an NADPH eine, vier und
24 Stunden nach Bestrahlungsende ermittelt. Nach keinem dieser Messzeitpunkte war
eine Abnahme in der NADPH-Menge detektierbar, was signalisiert, dass das fiir die
NADPH-abhéngige Oxidoreduktasen erforderliche Substrat nicht verkonsumiert wurde.
Die zusitzliche Inkubation mit DPI fiithrt hingegen zu einem anderen Ergebnis
(Abbildung 24). Wie zu erwarten war, fiithrt die Behandlung der Fibroblasten mit DPI
zu einer gesteigerten NADPH-Menge, da die NOX4 und andere Oxidoreduktasen durch
die Inhibition inaktiviert wurden und das Substrat weiterhin nicht mehr oxidiert werden
konnte. Dass sich diese Differenz nach 24 Stunden nicht wieder relativierte, liegt, wie
oben bereits erwihnt, voraussichtlich an der irreversiblen Hemmung durch DPI.

Die Menge an intrazellulirem NADP" wurde durch die Differenz aus der Gesamtmenge
an NADP(H) und NADPH mathematisch ermittelt und ebenfalls grafisch aufgetragen
(Abbildungen 25 und 26). Im Unterschied zu der Menge an NADPH, war in der
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NADP'-Menge eine signifikante Abnahme in den lichtexponierten Fibroblasten
erkennbar. Sowohl eine als auch vier Stunden nach Bestrahlungsende ist die Quantitét
an NADP" in Korrelation zu den unbestrahlten Zellen signifikant reduziert. Die
zusitzliche Inkubation mit DPI fiihrte ebenfalls zu diesem Effekt, wobei er hier jedoch
stiarker ausgepréigt und auch nach 24 Stunden noch bestdndig war. Die geringe Menge
an NADP" deutet zwar auf eine Inaktivitit der adressierten Enzyme hin, jedoch konnte
ich in den vorherigen Experimenten auch zeigen, dass blaues Licht in der Lage ist FAD
zu reduzieren. In diesem Fall konnte blaues Licht als Redukter von Flavinen dienen,
ohne dass das Substrat verkonsumiert wird, was auf eine Entkopplung dieser Enzyme
hindeutet. Besonders in Bezug auf die NOX4 konnte dies die von uns erhohte ROS-
Generierung und die damit einhergehende Inhibition der Differenzierung von
Fibroblasten zu Mofibroblasten erkldren (Abbildung 41).

453nm

0, 0;-
PH FAD Fe?
Y -
NADP+ FADH, Fe**

Abbildung 41: Der mogliche Effekt einer Blaulichtbestrahlung von 453 nm auf Oxidoreduktasen
am Beispiel der NADPH-Oxidase 4. Durch die Reduktion von Falvinen wird ROS weiterhin generiert,
ohne dass das Substrat NADPH oxidiert wird, was auf eine Entkopplung des Enzyms hindeutet.

ER & Kernmembran

Diese Hypothese wird auch durch die von mir untersuchte Genexpressionsanalyse der
NOX4 bekriftigt (Abbildung 20). Nach einer vierstiindigen Inkubation mit TGF-§
konnte bereits eine tendenziell erhohte NOX4-Genexpression in den TGF-B-aktivierten
Zellen detektiert werden. Nach 24 Stunden war diese Expression noch um ein
Vielfaches erhoht; sowohl in den bestrahlten Zellen als auch in den zusétzlich mit TGF-
B-aktivierten Zellen. Folglich hat die Bestrahlung keinen Einfluss auf die NOX4-
Genexpression. Da es sich bei der NOX4 um ein konstitutiv aktives Protein handelt
(Bedard und Krause 2007), kann die Inhibition der a-SMA-Expression aufgrund von

Expressionsunterschieden in diesem Fall ausgeschlossen werden.

Die hier gewonnenen Ergebnisse sind dennoch auch kritisch zu betrachten. So handelt
es sich bei dem hier eingesetzten Wirkstoff DPI um einen verhéltnisméBig
unspezifischen Inhibitor, dessen gebildetes Radikal an die Flavingruppe der
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Elektronentransporter-Proteine bindet (O'Donnell ez al. 1993). So inhibiert er nicht nur
die NADPH-Oxidasen; vielmehr hat er auch Einfluss auf Enzyme, wie die NO Synthase
(Stuehr et al. 1991), Xanthin Oxidase (Doussiere und Vignais 1992), den
mitochondrialen Komplex I (Li und Trush 1998) und die Cytochrom P-450 Reduktase
(O’Donnell et al.1994). Da diese Enzyme, wie auch Glycerin-3-phosphat-
Dehydrogenase (GPD) (Orr et al  2012), das elektrontransferierende
Flavoprotein/ETF:Q-Oxidureduktase-System (ETF/ETF:QOR) (Seifert et al. 2010), die
Prolin Dehydrogenase (White et al. 2007) und die Dihydroorotat-Dehydrogenase
(Forman und Kennedy 1975) alle Flavine als Elektroneniibertrager integrieren und
durch diese Elektroneniibertragung ROS generiert werden, muss in weiteren Arbeiten
sowohl ein spezifischer Inhibitor gew#hlt werden als auch die oben genannten Enzyme
auf Blaulichteffekte untersucht werden.

Der Literatur zufolge wirkt der Einsatz von Antioxidatien einer Uberproduktion von
ROS entgegen, um den Organismus vor oxidativem Stress zu schiitzen. Zur Kldrung der
Moglichkeit, ob der Einsatz von Antioxidatien die Differenzierungshemmung durch die
Bestrahlung moglicherweise authebt, wurden Fibroblasten zusitzlich mit Glutathion
(GSH) und N-Acetylcystein (NAC) behandelt (Abbildung 14 und Abbildung 15).

Bei GSH handelt es sich um ein Tripeptid, welches eine kritische Rolle in der
Regulation diverser zelluldrer Funktionen spielt, inklusive der DNA-Synthese und
anderer endogener Bestandteile, der Modulation der Genexpression sowie der
Regulation des Zellzyklus. Die wohl wichtigste Funktion von GSH besteht in der
antioxidativen Abwehr. Es ist in der Lage, Wasserstoffperoxid und Lipidperoxid durch
Glutathionperoxidase(GPx)-katalysierte Reaktionen zu reduzieren. Bei NAC handelt es
sich um einen synthetisch hergestellten Abkommling der Aminosdure Cystein. Wie
auch GSH, ist eine der wichtigsten Funktionen von NAC die antioxidative Abwehr,
indem es die GSH-Synthese induziert.

Aus den von mir durchgefiihrten Experimenten ldsst sich eine Wirkung der
Antioxidantien auf eine mogliche Authebung der Differenzierungshemmung allerdings
nicht beobachten. Die zusidtzliche Inkubation mit GSH/NAC fiihrte weder nach drei
noch nach sechs Behandlungstagen zu einer gesteigerten o-SMA-Expression in
bestrahlten und aktivierten Fibroblasten (Abbildung 14 und Abbildung 15).

Bisher ist die Wirkung von Antioxidatien gegen ROS in mit blauem
monochromatischem Licht bestrahlten Zellen noch weitestgehend unerforscht. In der
Studie von Tyrrell und Pidoux aus dem Jahr 1986 wurde prisentiert, dass die Depletion
von GSH in dermalen Fibroblasten zu einer Sensitivierung gegen Bestrahlung mit
sichtbarem Licht, UVA und UVB fiihrt (Tyrell und Pidoux 1986), was bestitigt, dass
GSH in der antioxidativen Abwehr in Fibroblasten von essentieller Bedeutung ist. Im
Jahr 1997 zeigten Emonet und Mitarbeiter ebenfalls in dermalen Fibroblasten, dass eine
Zugabe von NAC UVA-induzierte DNA-Schéden reduzieren kann (Emonet et al.
1997). Auch die Arbeitsgruppe um Morley untersuchte im Jahr 2003 die Wirkung von
NAC in humanen Fibroblasten und auch sie beobachteten eine Reduktion von DNA-

87



6 Diskussion

Schidden nach Bestrahlung (Morley ef al. 2003). Doch viele dieser Ergebnisse beruhen
auf der Induktion von oxidativem Stress mittels UV-Licht, welches in der Lage ist,
direkte DNA-Schéden zu verursachen.

Die Arbeitsgruppe um Liebmann und Mitarbeiter beobachtete unter der Verwendung
von blauem Licht einen dhnlichen Effekt wie in dieser Arbeit. Auch sie konnten mit
Hilfe von Sauerstoffradikalfingern wie Vitamin C und Natriumazid keinen positiven
Effekt in Endothelzellen erzielen (Liebmann ef al. 2009).

Ein Faktor fir die Unwirksamkeit von GSH konnte das Flavin-Adenin-Dinukleotid
darstellen, welches, wie bereits oben erwéhnt, einen Photoakzeptor fiir blaues Licht
darstellt. Im antioxidativen Schutzsystem spielt es eine essentielle Rolle, da es in der
Glutathion-Reduktase integriert ist und durch die Ubertragung des Radikals auf das
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP) recycelt wird. Eine Stérung in
diesem System konnte moglicherweise zu einem Funktionsverlust fiihren und die Zelle
wire nicht in der Lage GSH selbst zu generieren. Bei der hohen Menge an ROS, die in
dieser Arbeit nach Lichtexposition detektiert wurden, miisste fiir den Ausgleich des
oxidativen Stresses die Menge an Antioxitantien moglicherweise hoher konzentriert

werden.

Aufgrund der Tatsache, dass die Zugabe von Antioxidatien keinen Effekt auf die
Differenzierungsinhibition durch blaues Licht erzielte, untersuchte ich die
Auswirkungen von blauem Licht auf die Expression der Catalase. Bei ihr handelt es
sich um ein Tetramer mit einer Ferriprotoporphyrin-Gruppe an jeder Untereinheit und
sie ist vorwiegend in den Peroxisomen lokalisiert. Neben der Superoxid Dismutase
(SOD) und der Gluthation Peroxidase (GPx) spielt die Catalase durch die
Metabolisierung von H,O, zu H,O und O, ebenfalls eine essenzielle Rolle in der
antioxidativen Abwehr.

So wurde gezeigt, dass sich die Balance zwischen der Expression der Cu/Zn SOD und
der Catalase auf die Sensibilitit zu oxidativem Stress in Maus-Epidermiszellen
auswirken kann. Diese Hypersensitivitit aufgrund einer Uberexpression der Cu/Zn SOD
wird indes durch einen simultanen Anstieg der Catalase und GPx korrigiert (Amstad et
al. 1991). Die Arbeitsgruppe um Hussain untersuchte ebenfalls die Rolle der Catalase
im Zusammenspiel mit p53, MnSOD und GPx. Dabei zeigte sie, dass der Gen-
Knockout von p53 sowohl zu einer erhohten Expression der MnSOD- und GPx-
Proteine/Gene als auch zu einer erhohten Aktivitdt derer fiihrt. Der Proteingehalt der
Catalase blieb hingegen unverdndert (Hussain ez al. 2004).

Meine Beobachtungen ergaben eine und vier Stunden nach Bestrahlungsende keine
signifikanten Differenzen in der Catalase-Proteinexpression (Abbildungen 16 und 17).
Nach 24 Stunden konnte ich allerdings entgegen der Erwartungen in Korrelation zu der
ROS-Generierung sowohl in den bestrahlten als auch in den unbestrahlten und TGF-f-
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aktivierten Fibroblasten eine signifikant verringerte Catalase-Proteinexpression
beobachten.

Eine mogliche Hypothese fiir diese Beobachtungen konnte eine erhohte Menge an
oxidierten Proteinen nach Lichtexposition darstellen. Reaktive Sauerstoffspezies
verursachen Modifikationen in den Aminosduren von Proteinen, welche in funktionelle
Anderungen von Struktur- und enzymatischen Proteinen resultieren (Stadtman 1992).
Eine @hnliche Beobachtung machte auch die Arbeitsgruppe um Sander im Jahr 2002,
indem sie die Auswirkungen von Licht auf die Haut in vivo untersuchten.

Dabei ermittelten sie unter anderem die Menge an Catalase nach 10-tdgiger UV-
Lichtbestrahlung. So detektierten sie, dass die Menge an Catalase in lichtexponierter
Haut signifikant verringert ist; die Menge an oxidierten Proteinen hingegen besonders in
der Dermis signifikant erhoht ist (Sander ez al. 2002).

Die Arbeitsgruppe um He et al. untersuchte die Catalase-Genexpression in dermalen
Fibroblasten unter Einfluss von exogenem Wasserstoffperoxid (He et al. 2014). Sie
beobachteten eine Abnahme der Catalase-Expression nach Inkubation mit
Wasserstoffperoxid.

So ist die von mir identifizierte Erhohung der ROS-Generierung in Form von
Wasserstoffperoxid urséchlich fir die Inhibition der Catalase-Expression. Ein
mogliches Ungleichgewicht in der Expression von antioxidativen Enzymen, wie der
Catalase und der Cu/Zn SOD und ein erhohter oxidativer Stress durch die
Blaulichtbestrahlung, konnte in oxidative Proteinschdden resultieren, was zu einem
negativen feedback-loop und somit zu einer verringerten Catalase-Proteinexpression

fithren konnte.
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6.2 Der Einfluss von blauem Licht auf weitere Parameter der TGF-J-
Signalkaskade

Wie bereits erwédhnt, gehort TGF- neben PDGF, Angiotensin II und CTGF, zu den
Wachstumsfaktoren, welche mit der Myofibroblastendifferenzierung assoziiert sind
(Hinz 2007). Es spielt in vitro und bei vaskuldren Erkrankungen eine prddominante
Rolle in der Fibroblastenaktivierung und Matrixsynthese (Abbate et al. 2002; Shi et al.
1996). Bei der Signaltransduktion ist eine Vielzahl diverser Enzyme beteiligt, welche
iiber unterschiedliche Wege die Expression der Myofibroblastenmarkerproteine steuern.
In diesem Abschnitt wird der Einfluss von blauem Licht und der damit einhergehenden
ROS-Generierung auf eine mogliche redox-Sensitivitit dieser Molekiile analysiert.

Zunichst wurde die Expression der TGF-B-Rezeptoren I und II unter dem Einfluss von
blauem Licht respektive TGF-B-Aktivierung nach drei und sechs Behandlungstagen
untersucht (Abbildungen 29-32). TGF-p iibt seine Wirkung auf der Zelloberflache durch
die Bindung an TGF-B-Rezeptor Typ-II aus und nachfolgend durch die
Phosphorylierung der Rezeptor Typ-I-(ALK 5)-Untereinheit mit der anschlieenden
Bildung eines heterodimeren Komplexes. Beide, TGF-B-Rezeptor Typ-1 und Typ-II,
disponieren {iber eine Serin/Threoinin-Kinase-Aktivitit, welche das Signal iiber einen
kanonischen Weg durch die Proteine der SMAD Familie weiterleiten (Derynck und
Zhang 2003; Evans et al. 2003). In Fibroblasten wird die Regulation der a-SMA-
Transkription und Myofibroblastendifferenzierung durch die Typ-I-Rezeptor-
iibermittelte Phosphorylierung der SMAD2/3 Proteine, welche mit SMAD4
komplexieren, in den Kern translozieren und dort an die Promotorregion des a-SMA
Gens binden, gesteuert (Hinz 2007).

Mittels der durchflusszytometrischen Analyse untersuchte ich die Anzahl an TGF-f-
Rezeptor-positiven Zellen und bereits nach drei Tagen war die Menge an ALK 5-
positiven Zellen, welche mit TGF-f aktiviert wurden signifikant erhoht (Abbildung 29).
Die tégliche Bestrahlung mit blauem Licht fiihrte dabei zu keinem hemmenden Effekt
der Rezeptorexpression, sie ist im Vergleich zu den ausschlieBlich mit TGF-f-
aktivierten Zellen sogar gesteigert. Weder die Bestrahlung noch die Aktivierung mit
TGF-p fiihrte hingegen zu einer Differenz in der Rezeptor-Typ-II-Expression.

Bei TGF-f handelt es sich um das potenteste profibrotische Zytokin. Sowohl die mRNA
als auch die Proteinexpression von TGF-fB ist in profibrotischen Erkrankungen in
nahezu allen Organen erhoht (Broekelmann ef al. 1991; Bergeron et al. 2003; Bataller
und Brenner 2005; Tzortzaki et al. 2007), was mit einer Zunahme an ROS einhergeht
und in einer Vielzahl von Studien bereits beschrieben wurde (Thannickal und Fanburg
1995; Yoon et al. 2005; Sturrock et al. 2006).

Die hier gesteigerte Rezeptorexpression in den bestrahlten Fibroblasten konnte in der
vermehrten ROS-Generierung begriindet sein. So wird die Aktivierung von ALK 5
negativ (dephosphorylierend) durch die Protein Phosphatase I (PP1) und PP2A reguliert
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(Itoh und Dijke 2007). Es ist bewiesen, dass diese Proteine redox-sensitiv sind und
durch die Inkubation mit ROS wie H,O, inaktiviert werden kénnen (Kim ez al. 2003).
Diese Inaktivierung fiihrt folglich zu einer ALK 5-Aktivierung und einer erhohten
SMAD-Phosphorylierung.
Eine weitere Erkldrung fiir die erhohte Rezeptorexpression ist womdoglich auch die
Reaktion einer vermehrten Aktivierung von latentem TGF-B. Dabei wurden zwei
potenzielle Mechanismen beschrieben. Zum einen die direkte Aktivierung durch die
Oxidation von LAP und zum anderen eine Indirekte iiber die Aktivierung von MMP’s,
wie MMP-2 und MMP-9, welche wiederum LAP abspalten, um aktives TGF-§
freizusetzen (Barcellos-Hoff und Dix 1996; Wang und Kochevar 2005).
Neben der Aktivierung von TGF-$ ist ROS auch in der Lage die Expression und
Sekretion von TGF-f zu stimulieren (Bellocq et al. 1999), was ebenfalls die Ursache fiir
eine verstirkte Rezeptorexpression sein konnte. Um dies herauszufinden, miisste in
weiteren Arbeiten die Menge an intrazelluldr latetem und aktivem TGF-f nach
Bestrahlung bestimmt werden. Die in Abbildung 40 dargestellte Grafik gibt einen
hypothetischen Entwurf fiir die von mir beobachtete Erhéhung von ALK 5 nach
Bestrahlung.

453nm

MMPs 4

LAP 4
(Oxidation)

TGF-f (latent)

TGF-p (aktiviert) }

TGEF-B RII TGF-B RI 4
TGF-B RII

Abbildung 42: Der Effekt von blauem Licht auf die TGF-f-Rezeptorexpression. Aufgrund
der hohen ROS-Generierung durch blaues Licht konnte die hohe Expression des Typ-I-
Rezeptors in einer Aktivierung der MMPs oder einer direkten Oxidation des LAP begriindet
sein.
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Neben dem Matrixprotein Kollagen Typ-VI ist das EDA-Fibronektin in vitro und in
Erkrankungen eng mit der Myofibroblastendifferenzierung assoziiert (Hinz 2007). TGF-
B reguliert die Expression von EDA-Fibronektin (Borsi et al. 1990), welches elementar
fiir die Myofibroblastendifferenzierung und a-SMA-Expression ist (Serini ez al. 1998).
Aufgrund dieser Relevanz analysierte ich die Proteinexpression von EDA-FN nach drei-
und sechstidgiger TGF-B-Aktivierung und/oder Blaulichtexposition (Abbildung 33).
Native Fibroblasten, welche nicht mit TGF- aktiviert wurden, weisen nach drei- und
sechstégiger Bestrahlung nur eine sehr geringe Menge an EDA-FN auf, wobei eine
zusétzliche Bestrahlung nach sechs Tagen zu der geringsten EDA-FN-Expression
fithrte. Anlehnend an die Literatur wurde die Erwartung bestétigt, dass die Aktivierung
mit TGF-f eine signifikant gesteigerte EDA-FN-Expression initiiert (Borsi ef al. 1990).
Dabei inhibiert die Bestrahlung mit 453 nm die Expression nur tendenziell, jedoch nicht
signifikant. In Relation zu der von uns beobachteten Hemmung der a-SMA-Expression
durch Blaulichtbestrahlung, respektive der dadurch gebildeten ROS, hat die Bestrahlung
in diesem Zusammenhang keinen Einfluss auf die EDA-FN-Expression.

Die SMAD-Proteine sind bei der Myofibroblastendifferenzierung innerhalb des TGF-f3-
Signalwegs die zentralen Signaliibermittler. Dabei aktiviert der phosphorylierte
Rezeptor Typ-I das SMAD2 wund/oder SMAD3, welche ihrerseits einen
heterodimerischen Komplex mit SMAD4 bilden, in den Kern translozieren und dort an
die Promoterregionen der zu regulierenden Gene binden.

Die Intention in dieser Arbeit war es zu priifen, ob die Bestrahlung mit blauem Licht
und die damit einhergehende ROS-Generierung die Expression des (p)SMAD3-Proteins
beeinflusst. So wurden dermale Fibroblasten, wie auch in den vorangegangenen
Versuchen, einmalig bestrahlt und/oder mit TGF-$ aktiviert. AnschlieBend wurde die
Proteinexpression von (p)SSMAD?3 eine, vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende
bestimmt (Abbildung 34). Sowohl die Proteinexpression von SMAD3 als auch von
phosphoryliertem SMAD3 war nach einer und vier Stunden in den TGF-B-aktivierten
Fibroblasten tendenziell erhoht.

Studien an Fibroblasten aus dem Herzen, der Lunge und der Niere zeigten, dass NOX4
die zentrale Schaltstelle in der TGF-B-induzierten ROS-Generierung und
Myofibroblastendifferenzierung tiber SMAD-Proteine darstellt. So wurde belegt, dass in
kardialen oder pulmonaren Fibroblasten die TGF-B-induzierte Transition zu a-SMA-
positiven Fibroblasten von der Regulation der SMAD2/3-Proteine durch die NOX4-
vermittelte ROS-Generierung abhingig ist (Hecker ef al. 2009; Cucoranu et al. 2005).
In einer anderen Studie von Sturrock und Mitarbeitern im Jahre 2006 wurden glatte
Muskelzellen der pulmonaren Arterie im Hinblick auf die NOX4 untersucht. Hier hatte
der Einsatz von siRNA gegen NOX4, kontrédr zu den Ergebnissen von Hecker ef al. und
Cucoranu ef al., keinen Einfluss auf die SMAD3-Expression.

Der Einsatz von Wasserstoffperoxid in Hautfibroblasten fiihrte in einer Studie von He
und Mitarbeitern zu einer verringerten Expression von SMAD3, was die tendenzielle
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Reduktion der SMAD3-Expression in meinen Ergebnissen und die Hypothese, dass
ROS die TGF-B-Signaltransduktion inhibiert, bestétigt (He ez al. 2014).

Neben der 52 kDa SMAD3-Proteinbande wurde eine zusétzliche zweite Bande bei ca.
30 kDa detektiert. Im Unterschied zu der Expression von SMAD3 bei 52 kDa
beobachtete ich hier eine signifikant erhohte Expression von SMAD3 und pSMAD?3 in
den bestrahlten Fibroblasten eine Stunde und vier Stunden nach Bestrahlungsende
(Abbildung 35). Bei dieser Bande konnte es sich um eine gekiirzte Isoform von SMAD3
handeln.

Eine mogliche Begriindung fiir diese starke Expression durch die Bestrahlung konnte
eine verstirkte Activinexpression sein. Bei Activinen handelt es sich um Mitglieder der
TGF-B-Superfamilie, welche ihre Bezeichnung durch die Identifikation ihrer
regulatorischen Eigenschaften des Hypophysenhormons Follicle-stimulating-hormone
(FSH) erhielten. Activin A und B agieren iiber ein klassisches TGF-f Serin/Threonin-
Kinase-System durch die aktivinspezifischen Rezeptoren (ActRIIA/B und ActRI).
Anschliefend phosphorylieren sie, wie auch TGF-B, die Proteine SMAD2/3, welche
einen heterodimeren Komplex mit SMAD4 bilden und in den Kern translozieren. Wie
auch TGF-B kann Activin alternative Signalwege, wie MAP-Kinase-Signalwege
(ERK1/2, INK und p38 MAPK) aktivieren (Cocolakis et al. 2001; Ogihara et al. 2003;
Zhang et al. 2005). Eine Uberexpression von Activin korreliert mit der Bildung von
fibrotischen Ereignissen (Munz et al. 1999).

In einer Studie von Kim und Mitarbeitern, in welcher der Einfluss von Activin auf die
Expression von SMAD-Proteinen untersucht wurde, wurde ebenfalls eine dominante
Proteinbande bei 30 kDa beobachtet. Dabei untersuchten sie die Expression dieser
Isoform in verschiedenen Zelltypen und konnten feststellen, dass die Inkubation von
Maiuse-Hypophysenzellen mit Activin zu einer verstirkten Expression der SMAD-
Isoform fiihrt (Kim ez al. 2011). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass auch
oxidativer Stress die Freisetzung von Activin A in humanen Plazenta- und
Endothelzellen, jedoch nicht in Monozyten induziert (Mandang et al. 2007).

Ob die von mir beobachtete Expression der SMAD3-Isoform durch eine erhdhte
Expression von Activin aufgrund von oxidativem Stress durch Blaulichtbestrahlung
resultiert, bedarf weiterer Untersuchungen.

Neben der Signalweiterleitung iiber SMAD-Proteine, ist TGF-f auch in der Lage tiber
andere Kinase-Signalwege zu agieren, so tiiber ERKI1/2- und p38-vermittelte
Signalwege. So =zeigte die Arbeitsgruppe um Hu im Jahre 2006 an fetalen
Lungenfibroblasten, dass die Inkubation mit TGF-f zu einer erh6hten Aktivitdt der p38-
Kinase und ERK fiihrt. Die Induktion der a-SMA-Expression konnte mithilfe von
Inhibition dieser beiden Kinasen gehemmt werden, was demonstriert, dass die MAP-
Kinasen neben des SMAD-Signalwegs fiir den Differenzierungsprozess von relevanter
Bedeutung sind (Hu et al. 2006). Aufgrund dieser Tatsache untersuchten wir die
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Expression dieser beiden Proteine in Fibroblasten wunter Einfluss von
Blaulichtbestrahlung und/oder TGF-B-Aktivierung (Abbildung 36 und 37).

Die Bestrahlung mit blauem Licht hat, wie in der Abbildung 36 dargestellt, sowohl
einen hemmenden Einfluss auf die Expression von ERKI1/2 als auch auf dessen
phosphorylierte Form. Diese beobachtete Hemmung der Expression nivelliert sich 24
Stunden nach Bestrahlungsende, homolog zu der von mir beobachteten ROS-
Generierung, welche nach 24 Stunden ebenfalls nicht ldnger erhoht war. Doch welcher
Zusammenhang besteht zwischen ROS und den MAP-Kinasen ERK1/2 und p38?
Sowohl der ERK1/2-Signalweg als auch der p38-Signalweg sind redox-sensitiv und in
zahlreichen Studien wurde bereits beschrieben, dass ROS den fibrotischen Effekt durch
TGF-B vermittelt, was die Aktivitdit der MAPK-Signalwege moduliert (Vayalil et al.
2007; Sturrock et al. 2006). Bisher ist noch nicht bekannt, ob ROS in der Lage sind
MAP-Kinasen direkt zu oxidieren. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
Proteinphosphatasen tiber die Oxidation von Cysteinresten im aktiven Zentrum durch
ROS inaktiviert werden konnen, was mit einer anhaltenden MAP-Kinase-Aktivitit
einhergeht.

So zeigte die Arbeitsgruppe um Foley im Jahre 2004, dass die Inkubation von
Rattenhirnzellen mit H,O, zu einer verringerten MAPK-Phosphataseaktivitdt fiihrt. Eine
zusitzliche Inkubation der Zellen mit GSH konnte diesen Effekt nicht aufheben, sie
verstirkte diesen Effekt sogar (Foley et al. 2004).

Einen gegensitzlichen Effekt, welcher meine Ergebnisse bestitigt, beobachtete
Schroder und Mitarbeiter in humanen und murinen Adipocyten. Die Uberexpression der
NOX4 — und somit eine gesteigerte ROS-Generierung - verringert die
Phosphorylierung von ERK1/2 und demzufolge steigert die Herunterregulierung der
NOX4 die Phosphorylierung von ERK1/2, was moglicherweise durch die Expression
der MKP-1 reguliert wird. Somit wurde gezeigt, dass die NOX4 die MKP-1-Expression
induziert (Schroder et al. 2009).

Da ERK1/2 im Normalfall die Proliferation fordert, bestitigen diese Beobachtungen
auch die Ergebnisse meiner Vorarbeiten. Demzufolge konnte eine erhohte Generierung
von ROS durch eine mogliche Entkopplung der NOX4 zu einer erhohten MKP-1
Expression fithren, welche wiederum die MAP-Kinasen dephosphorylieren. Die
gehemmte Proliferation von Fibroblasten sowie die verringerte Expression von
(p)ERK1/2 in den bestrahlten Fibroblasten konnte dadurch erklért werden.

Dies widerspricht jedoch auch gewonnenen Erkenntnissen iiber die Rolle von ERK1/2
im Zusammenspiel mit ROS innerhalb der Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten. So wurde in humanem pulmonarem Epithel gezeigt, dass die NOX4
ERK1/2 aktiviert und dadurch die MMp-1-Expression fordert (Amara ef al. 2007).

Neben ERK1/2 wurde des Weiteren die Expression von (p)p38 untersucht (Abbildung
37), welches ebenfalls ein Mitglied der MAP-Kinase Familie reprisentiert.
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Wie auch in den vorherigen Experimenten, wurde die Expression von (p)p38 eine, vier
und 24 Stunden nach Bestrahlungsende detektiert. Die einmalige Bestrahlung fiihrte
vier und 24 Stunden nach Bestrahlungsende zu einer verminderten Expression von
(p)p38, wobei dieser inhibitorische Effekt bei der phosphorylierten Form des Proteins
am stirksten ausgepragt war.

Neben ERK1/2 regulieren die bereits genannten MAP-Kinase Phosphatasen auch p38.
So wurde in primdren embryonalen Fibroblasten der Maus mit fehlender MKP-1
festgestellt, dass p38 als Reaktion auf Serum, osmotischen Stress und Anisomycin
hyperaktiviert wird (Wu und Bennett 2005). Eine mogliche Erkldarung kénnte, wie oben
bereits erwidhnt, die Redox-Sensitivitit der MKP-1 sein. Die durch die
Blaulichtbestrahlung erhohte Generierung von ROS konnte mit einer erhdhten
Expression der MKP-1 einhergehen, welche wiederum p38 dephosphoryliert.

Dies wiirde den von Kefaloyianni und Mitarbeitern gewonnenen Ergebnissen jedoch
widersprechen. So zeigte er im Jahre 2006, dass die Inkubation von skelettalen
Myoblasten mit H,O, zu einer dosis- und zeitabhingigen Aktivierung von ERK1/2 und
p38 fiihrt (Kefaloyianni ez al. 2006).

In einer weiteren Studie von Park und Mitarbeitern im Jahre 2010 wurde ebenfalls eine
erhohte p38- und ERK-Phosphorylierung sowie eine erhohte Expression von a-SMA
und Fibronektin nach y-Bestrahlung in Lungenfibroblasten detektiert, welche positiv
mit der Expression der NOX4 korrelierte (Park et al. 2010).

Da beide MAP-Kinasen ATP als Substrat benotigen, wurde ebenso der Einfluss der
Blaulichtbestrahlung auf die Menge an intrazellulirem ATP untersucht (Abbildung 38).
Eine einmalige Bestrahlung mit 80 J/cm® fiihrte dabei sowohl in nativen Fibroblasten
als auch in aktivierten Fibroblasten zu einer signifikanten Reduktion an intrazelluldrem
ATP iiber einen Zeitraum von bis zu vier Stunden nach Bestrahlungsende. Diese
Beobachtungen konnten die von mir detektierte Inhibition der ERK1/2-Expression
begriinden. So detektierten Lu und Insel in diesem Zusammenhang eine erhohte
Expression von a-SMA und ERK1/2 unter der zusdtzlichen Inkubation mit ATP bei
cardialen Rattenfibroblasten (Lu und Insel 2013). Die fehlende Energie in Form von
ATP ist somit moglicherweise die Ursache fiir eine verminderte Expression von
ERK1/2.

Die geringe Menge an ATP ist moglicherweise auf eine Unterbrechung des
Elektronentransports innerhalb der Atmungskette zurtickzufiihren. Wie bereits erwihnt,
existieren in der Sdugerzelle eine Vielzahl von flavinhaltigen Proteinen, welche
mitunter auch in der Atmungskette lokalisiert sind. Dazu zdhlt auch die
Succinatdehydrogenase (SDH; Komplex II). Aus der Literatur (Ahmad ef al. 2004;
Ahmad et al. 2005; Ahmad et al. 2006) und unseren Beobachtungen (Abschnitt 5.4)
geht hervor, dass blaues Licht in der Lage ist Flavine (auch intrazelluldr) zu reduzieren.
In Relation zu der Generierung von ROS galt der Komplex II bislang als nicht
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signifikanter Mitwirkender; vielmehr gehéren die Komplexe I und III zu den
wichtigsten mitochondrialen Superoxid-Produzenten (Murphy 2009; Brand 2010).

Die Arbeitsgruppe um Quinlan zeigte im Jahr 2012, dass auch der Komplex II in der
Lage ist ROS zu generieren, sowohl bei der Vorwirts- als auch bei der
Rickwirtsreaktion (Quinlan ez al. 2012). Die anschlieende Reduktion von Ubichinon
zu Ubihydrochinon benétigt zwei Protonen vom zuvor oxidierten FADH,.
Fehliibertragungen von Elektronen konnten in diesem Zusammenhang die Hemmung
der ATP-Synthese und die erhohte ROS-Generierung erkldren, welche schlussfolgernd
auch zur Inhibition der Myofibroblastengenese fithren konnte.
453nm

p38 Y Smad3 | ATP

- \-
Fibroblast

Myofibroblast

Abbildung 43: Der Einfluss von blauem Licht auf Proteine der TGF-B-Signalkaskade. Die
Expression der Proteine Smad3 (tendenziell), p38 sowie ERK1/2 werden durch die Bestrahlung mit
blauem Licht gehemmt, was auf eine erh6hte ROS-Generierung zuriickgefiihrt werden konnte. AuBerdem
ist die Menge an ATP nach Blaulichtbestrahlung verringert, was die Aktivierung von MAP-Kinasen wie
die ERK1/2 hemmt. Die verminderte Expression dieser Proteine innerhalb der TGF-B-Signalkaskade
hemmt voraussichtlich die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten.
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8 Anhang

8 Anhang

8.1 Die Zellproliferation und a-SMA-Expression unter Einfluss von
453 nm
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Abbildung 44: Die relative Zellproliferation von Fibroblasten nach Bestrahlung.
Ein Zellpool aus humanen dermalen Fibroblasten wurden iiber acht Tage mit Dosen von 0-80 J/cm’
bestrahlt. Die Proliferation wurde mittels CellTiter Blue-Assay bestimmt und anschliefend auf die
unbestrahlten Zellen normiert (* = signifikant zu unbestrahlten Zellen [p < 0,05]; n = 7 — 15; technisches
Replikat).
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Abbildung 45: Die relative Expression des Proteins a-SMA in Relation zum Kontrollprotein
GAPDH.

Humane dermale Fibroblasten wurden iiber fiinf Tage mit Dosen von 0-80 J/cm” bestrahlt und mit 5
ng/ml TGF-p aktiviert. (* = signifikant zu unbestrahlten Zellen [p < 0,05]; n = 6).
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