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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion humaner Haut

Die Haut ist das grofite Organ des menschlichen Kérpers und erfillt verschiedene
essentielle Aufgaben. Sie dient zum Schutz vor schadlichen Reizen, zur
Kérpertemperaturregulation und Sinneswahrnehmung [1].

Die Haut ist aus drei Schichten aufgebaut: Die Epidermis (Oberhaut) besteht aus
einem mehrschichtigen, verhornten Plattenepithel. Die darunterliegende Dermis
(Lederhaut) ist ein straffes mit Talgdrisen und BlutgefaRen durchzogenes
Bindegewebe. Die Subkutis (Unterhaut) besteht aus einem lockeren Bindegewebe mit

mehr oder weniger eingelagertem Fettgewebe (Abb. 1) [2,3].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Haut

Die Haut besteht aus drei Schichten, der Epidermis, der Dermis und der Subkutis.

Wahrend die Subkutis als Energiespeicher und Druckpolster fungiert, dient die Dermis
der mechanischen Widerstandsfahigkeit. Das Plattenepithel der Epidermis besteht vor
allem aus spezifischen Epithelzellen, den Keratinozyten, sowie Melanozyten, Merkel-

Zellen und Langerhans-Zellen [1].



Die Epidermis unterliegt einer kontinuierlichen Erneuerung, sodass es sich hier um ein
Proliferationsgewebe handelt. Dazu proliferieren die Keratinozyten der basalen
epidermalen Schicht, in der unter normalen Bedingungen zahlreiche Mitosen und
Zellteilungen stattfinden. Wahrend eine Tochterzelle basal erhalten bleibt, differenziert
die Andere zur Hornzelle (Korneozyt), um schlie3lich als Hornschuppe abgeschilfert zu
werden [2]. Die Schichten der Epidermis setzen sich dementsprechend aus Zellen des
gleichen Differenzierungsgrads zusammen (Abb. 1) [4].

Wahrend der Differenzierung werden verschiedene Strukturproteine gebildet, die im
Verlauf biochemisch umgewandelt werden und schlieBlich zur Bildung von Hornzellen
(Korneozyten) und damit der Ausbildung der schitzenden Hornschicht (Stratum
corneum) beitragen. Die Expression dieser Proteine, vor allem Keratine, findet
wahrend der Differenzierung in einer definierten Kombination und Reihenfolge statt.
Basale Zellen exprimieren die niedermolekularen Keratine-5 und 14. Zellen des
Stratum spinosums teilen sich nicht mehr und exprimieren die héhermolekularen
Zytokeratine Keratin-1 und 10 sowie Caspase-14. In dieser Phase findet die Synthese
der Molekile statt, welche fur die Keratinisierung der Epidermis notwendig ist, unter
anderem die genannten Zytokeratine, Filaggrin, Loricrin, Involucrin sowie Lipide [2].
Das Enzym Transglutaminase-1 vernetzt diese Proteine und ermdglicht damit die
mechanische Stabilitat der Epidermis [5]. Im Transformationsstadium werden durch die
Freisetzung von verschiedenen lysosomalen Enzymen Zellkern und Organellen
abgebaut. Beim Ubergang vom Stratum granulosum zum Stratum corneum fiihrt die
Caspase-14 dann zum Filaggrinabbau [6]. Das Filaggrin wird in freie Aminosauren
zersetzt, welche als Natural-Moisturizing-Factors (NMF) dienen und den
Wasserhaushalt der Haut durch dessen Wasserbindungsvermdgen aufrechterhalten
[7]. Im Stratum corneum bilden die kern- und organellenlosen Hornzellen nun
zusammen mit Lipiden und feuchtigkeitsbindenden Faktoren die schitzende

Hornschicht, welche schliel3lich abgeschilfert wird [2,4].

1.2 Psoriasis vulgaris

Psoriasis (Schuppenflechte) ist eine chronische, schubweise verlaufende, entziindliche
Hauterkrankung und zahlt wie der Morbus Crohn oder die rheumatoide Arthritis
aufgrund ihrer Pathophysiologie sowie genetischer Aspekte zur Gruppe der
autoimmunvermittelten, chronisch-inflammatorischen Erkrankungen. Die Psoriasis
vulgaris zeigt sich durch chronisch-stationdre, scharf umschriebene erythemato-
squamose Plaques an den Streckseiten der Extremitaten, der Kopfhaut und im

Lumbalbereich [8]. Betroffen sind Haut und Nagel, seltener auch Gelenke. An Psoriasis



vulgaris erkrankte Patienten haben eine erheblich beeintrachtigte Lebensqualitat,

verursacht durch kdrperliche und psychische Einschrankungen [8,9].

1.2.1 Kilinik

Die haufigste Form der Psoriasis ist die Psoriasis vulgaris vom Plaque-Typ und betrifft
90% der Falle [8]. Die klinische Primareffloreszenz ist charakterisiert durch scharf
umschriebene, einzelne ovale oder runde erythemato-squamdse Plaques, welche
spater zu Groleren konfluieren. Die Plaques sind von silbrig schimmernden Schuppen
bedeckt (Abb. 2a) [10-12]. Uberwiegend ist dieses Erscheinungsbild an den
Pradilektionsstellen, den Streckseiten der Extremitaten (Ellenbogen, Knie, Kopfhaut,
Bauchnabel, Lendenregion) zu erkennen (Abb. 2a, 2e, 2f) [11,13].

Zu den selteneren Formen gehdrt die Psoriasis guttata (lat. gutta = Tropfen), die durch
zahlreiche 2-10mm kleine Lasionen gekennzeichnet ist. Oft tritt diese Form der
Erstmanifestation nach einer Streptokokken-Infektion auf. Ein spaterer Ubergang in die
Psoriasis vulgaris ist moglich (Abb. 2d) [10,13]. Sind die Plaques bevorzugt an grof3en
Hautfalten (Inguinalfalten, Submammarregion, Axillen, Analfalte) zu finden, wird von
einer Psoriasis intertriginosa gesprochen. Psoriasis inversa ist im Gegensatz zu den
Ublichen Pradilektionsstellen an den Beugeseiten der Extremitaten lokalisiert [13]. Bei
der pustulésen Psoriasis kommt es in akuten Phasen zu pustulésen Eruptionen auf
geroteter Haut. Ist der gesamte Korper betroffen, spricht man von einer Psoriasis
pustulosa generalisata Typ Zumbusch [2]. Die Psoriasis palmoplantar pustulosis (PPP)
bezeichnet das Auftreten von gelben bis braunen Pusteln an Handflachen und
FulRsohlen [13].

50% der Psoriasis-Patienten weisen zudem Nagelveranderungen auf. Bei den
sogenannten Tupfelnageln sind Einkerbungen auf den Nageln zu beobachten.
Ebenfalls werden ,Olflecken®, gelb-braunliche Verfarbungen, beschrieben. Grund
hierfir ist eine Parakeratose. Diese Nagelveranderungen koénnen bis zu einer
Dystrophie reichen (Abb. 2c) [2]. 5-20% der Psoriasis-Patienten leiden zusatzlich an
der Psoriasis-Arthritis (Abb. 2b) [11].

Abgesehen von der kraftezehrenden Hauterkrankung, welche schon allein dadurch
einen negativen Einfluss auf die Lebensqualitat hat, ist die Psoriasis noch zusatzlich
mit anderen systemischen und psychischen Komorbiditaten assoziiert, welche zu einer
erhéhten Morbiditat und Mortalitat bei Psoriasis-Patienten beitragen [14].

Es wird insbesondere eine Assoziation mit kardiovaskuldren Erkrankungen
beschrieben. Durch entziindungsbedingte Insulinresistenz kommt es zur endothelialen
Dysfunktion, welche zu Arteriosklerose und letztlich zum Myokardinfarkt oder

Schlaganfall fihrt [8,15,16]. Hinzu kommt, dass eine Korrelation zwischen Psoriasis



und dem metabolischen Syndrom besteht, eine Kombination von Dyslipidamie,
Hypertonie, Adipositas, Insulinresistenz und Thrombophilie [15,17]. Die gesamte
Belastung fuhrt dazu, dass Psoriasis-Patienten haufiger depressiv sind und im
Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung vermehrt Suizidgedanken haben [8,16].

Abbildung 2: Klinische Merkmale der Psoriasis (mit Genehmigung des Autors modifiziert nach
(111

Kennzeichnend fir die Psoriasis vulgaris ist die scharf begrenzte erythematdse Plaque, welche von silbrig
weillen Schuppen bedeckt ist (a). Bis zu 20% der Erkrankten haben eine Psoriasis-Arthritis, bei der die
Gelenke ebenfalls entziindlich beteiligt sind (b). Nagelveranderungen sind haufige Begleiterscheinungen
der Psoriasis-Patienten (c). Erste Erscheinungen der Psoriasis kénnen eine Psoriasis guttata, nach einer
beta-Streptokokken-Infektion sein (d). Sterile kleine Pusteln kénnen bei Psoriasis vulgaris auftreten,
welche hier an einer der Pradilektionsstellen, namlich am Bauchnabel, dargestellt sind (e). 50% der
Psoriasis-Patienten weisen eine Kopfhautbeteiligung mit einem schmalen Saum am Haaransatz auf (f).

1.2.2 Epidemiologie

In westlichen Industrienationen ist Psoriasis vulgaris mit einer Pravalenz von 1,5-2%
die haufigste Form dieser Erkrankung [9]. Die Inzidenz bei Schwarzafrikanern und
Asiaten ist sichtlich niedriger [12]. Manner und Frauen sind gleichermalen betroffen.
Man unterscheidet zwischen zwei Formen der Psoriasis vulgaris:

Wahrend der Typ | in 60-70% der Falle vorkommt, ist beim Typ Il eine Haufigkeit von
30-40% beschrieben. Der Typ | ist durch eine Frihmanifestation in einem Alter von
unter 40 Jahren, einer hohen familidren Belastung und einer Assoziation zum HLA-
Cw6 und -DR7 charakterisiert. Klinisch sind die Falle schwerwiegender.



Bei Typ Il erscheint die Erstmanifestation nach dem 40. Lebensjahr. Aufierdem
zeichnet er sich durch eine negative Familienanamnese aus. Die Assoziation mit HLA-

Typen ist gering [2,13].

1.2.3 Genetik und Umweltfaktoren

Psoriasis wird als multifaktorielle Erkrankung angesehen, die durch die Interaktion
zwischen vererbten Suszeptibilitdtsallelen und Umweltauslésern verursacht wird. So
zeigt sich eine familiare Haufung. Die Wahrscheinlichkeit eines Kindes an Psoriasis zu
erkranken liegt bei 41%, wenn beide Elternteile erkrankt sind. Ist lediglich ein Elternteil
betroffen, betragt das Risiko 8,1%. In einer Studie mit Zwillingen wurde festgestellt,
dass das Manifestationsrisiko bei eineiigen Zwillingen fur beide 35-72% betragt, bei
Zweieiigen sind es 12-30% [2,18].

Es konnten insgesamt Uber 60 Genomregionen identifiziert werden, die mit Auftreten
von Psoriasis assoziiert wurden. So ftritt beispielsweise eine starke Assoziation
zwischen dem HLA-Cw6-Allel und Psoriasis auf. Zusatzlich sind noch zahlreiche
andere Suszeptibilitdtsgene bekannt, welche die Empfanglichkeit fur eine erbliche
Erkrankung erhéhen. Dazu gehdrt PSORS-1 (Psoriasis susceptibility gene 1) auf dem
Chromosom 6, welcher im Bereich des MHC (major histocompatibility complex) liegt.
Dartber hinaus gibt es andere Genloki, die in der Pathogenese eine grof’e Rolle
spielen. Es handelt sich um Gene, die mit der Hautbarrierefunktion und TH17-
Zellaktivierung in Verbindung gebracht werden [18-20].

Zusatzlich gibt es flir die Exazerbation der Psoriasis mehrere Triggerfaktoren. Das
Klima, insbesondere die Sonnenexposition scheinen Auswirkungen auf die Pravalenz
zu haben. Im Sommer kommt es zu einer Besserung der Symptome, im Winter zu
einer Verschlechterung. Grund dafiir ist das UV-Licht, welches eine anti-entziindliche
Wirkung besitzt, da die UV-Strahlung unter anderem regulatorische T-Zellen induziert,
welche immunsuppressiv wirken [2,8,18].

Infektionen, insbesondere eine vorausgegangene Streptokokken-Infektion des oberen
Respirationstraktes, kénnen bei Kindern eine Psoriasis ausldsen. Ursache ist eine
Ahnlichkeit zwischen den Streptokokken-Proteinen und Keratinozytenantigenen. Das
Immunsystem wird durch Keratine stimuliert, somit wird dieses gegen kérpereigene
Antigene gerichtet, was als molekulare Mimikry bezeichnet wird. Ferner scheint die
Pravalenz bei HIV-infizierten Patienten erhdht. Zudem ist diese Gruppe schwieriger zu
therapieren.

Darlber hinaus kénnen Traumata wie eine unspezifische, mechanische Reizung zu
einem sogenannten Kobner-Phanomen bzw. isomorphen Reizeffekt flihren. Dabei

kommt es an einer vorher nicht erkrankten Stelle mit einer Latenz von 7 bis 14 Tagen



zu einer Hautveranderung, die den krankheitsbedingten L&sionen gleicht bzw.
isomorph sind. Auch Medikamente wie Betablocker, Antimalariamittel und Lithium
kénnen zu einer Exazerbation fuhren. Weiterhin scheint Stress, als psychische

Komponente, von Bedeutung zu sein [2,8].

1.2.4 Histologie

Im Gegensatz zur gesunden Haut (Abb. 3a) entsteht in psoriatischer Haut das Bild
einer veranderten Zellschichtung. Es entsteht eine Akanthose (Verbreiterung des
Stratum spinosums) sowie durch vermehrte Aktivierung der Keratinozyten eine
Hypogranulose (Verschmalerung des Stratum granulosums), eine Hyperkeratose
(Verdickung des Stratum corneums) und eine Parakeratose (pathologische Erhaltung
der Zellkerne im Stratum corneum) mit Schuppenbildung. Die Reteleisten der
Epidermis sind deutlich verlangert und die Papillen der Dermis sind hochreichend.
Zudem entstehen dilatierte Blutgefal’e in den Papillenspitzen der Dermis. Aul3erdem
sind Munro-Mikroabszesse ein typisches histopathologisches Merkmal der Psoriasis,
welche durch Einwanderung neutrophiler Granulozyten in die Epidermis entstehen.
Insgesamt ist sowohl in der Epidermis, als auch in der Dermis ein
proinflammatorisches Infiltrat mit T-Lymphozyten, Makrophagen, Mastzellen und
neutrophilen Granulozyten sichtbar (Abb. 3b) [8,11,21].

(a) gesunde Haut (b) psoriatische Haut
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Abbildung 3: Histopathologische Vorgange der Psoriasis (mit Genehmigung des Autors modifiziert
nach [8])
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Im Vergleich zur nicht-lasionaler Haut (a) fallt bei Psoriasis-Erkrankten eine Akanthose mit dadurch
sichtbar werdenden Reteleisten, eine Hyperkeratose und eine Parakeratose auf. An den Papillenspitzen
sind GefaRerweiterungen sichtbar sowie ein proinflammatorisches Milieu. Zusatzlich zeichnet sich die

Dermis durch eine Papillomatose, Neoangiogenese und vermehrte Leukozyteninfiltrate aus (b).



1.2.5 Pathogenese

Bei der Psoriasis lauft der Zellumsatz der Epidermis innerhalb von 5 Tagen im
Vergleich zu 28 Tagen bei gesunder Haut beschleunigt ab. Es kommt zu
uberschieRender Proliferation der Keratinozyten bei gleichzeitig aberranter
Differenzierung [1]. Die epidermale Homoéostase, das engmaschig kontrollierte
Gleichgewicht zwischen kontrollierter Proliferation in der Basalschicht und
suprabasaler Stratifizierung ist somit gestoért, sodass keine funktionsfahige und
schitzende Hautbarriere ausgebildet werden kann [22].

Die genaue Pathogenese der Psoriasis ist noch nicht vollstdndig verstanden. Es wird
derzeit vermutet, dass wie oben beschrieben, spezielle Triggerfaktoren wie
Medikamente, Traumata und Infektionen sowie eine gestorte Expression des
antimikrobiellen Peptids LL-37 zu einer stetigen Induktion von plasmacytoiden
dendritischen Zellen fuhren (Abb. 4).
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Abbildung 4: Inmunpathogenese der Psoriasis (mit Genehmigung des Autors aus [8])

Durch endogene und exogene Trigger wird eine Signalkaskade ausgel6st. Komplexe aus Selbst-DNA und
LL-37 aktivieren dermale dendritische Zellen, was die Ausreifung von naiven T-Zellen vor allem zu TH17-
Zellen induziert. Durch verschiedene Mediatoren kommt es zur Aktivierung und Proliferation der
Keratinozyten, welche in einem ,Teufelskreis“ weitere proinflammatorische Zytokine bilden, was zu einer

Uberschiel’enden Immunantwort fihrt.



Selbst-DNA und LL-37, ein antimikrobielles Peptid aus der Gruppe der Cathelicidine,
welches von der Epidermis produziert wird, bilden Komplexe und stimulieren
plasmazytoide dendritische Zellen, welche Interferon-a produzieren. Wahrend unter
gesunden Voraussetzungen dieser Ablauf zusténdig fur die Abwehrregulierung von
Infektionen in verletzter Epidermis ist, kommt es unter pathologischen Bedingungen
zur Reifung myeloider dendritischer Zellen, wodurch IL-12 und IL-23 sezerniert und die
Differenzierung von T-Zellen in Effektorzellen wie TH17-Zellen und TH1-Zellen
induziert wird. Diese produzieren wiederum IL-22, IL-17A und IL-17F, welche
Keratinozyten aktivieren.

So aktivierte Keratinozyten sekretieren wiederum weitere proinflammatorische
Chemokine und Zytokine, wodurch Entziindungszellen aus dem Gefallsystem
rekrutiert werden und infolgedessen ein Teufelskreis aus UberschieRender
Immunantwort, epidermaler Verdickung und Neoangiogenese in Gang gesetzt wird
[8,23].

Ursache der  epidermalen Verdickung ist somit die gesteigerte
Keratinozytenproliferation ausgeldst durch erhéhte mitotische Aktivitdt in der
Basalschicht. K5 und K14 (Keratine der basalen Keratinozyten in gesunder Haut)
reichen bei lasionaler Haut bis ins Stratum spinosum, wahrend K1 und K10 (Keratine
der suprabasalen Zellen in gesunder Haut) reduziert exprimiert sind. K6 und K16,
welche mit Hyperproliferation assoziiert werden, sind verstarkt exprimiert. Darlber
hinaus sind mehrere Marker der spaten Keratinozytendifferenzierung wie Filaggrin,
Loricrin und Caspase-14 herunterreguliert. Stattdessen sind Marker der frihen
Keratinozytendifferenzierung wie Involucrin hochreguliert, bzw. werden vorzeitig

exprimiert und reichen tGber mehrere epidermale Schichten [21,24].

1.2.6 Therapie

Die Therapieoptionen richten sich nach dem Schweregrad der Erkrankungen. Eine
Basistherapie wird jedoch unabhangig von der Schwere empfohlen. Hierbei handelt es
sich  um die topische Gabe wirkstofffreier Salben und harnstoff- oder
salizylsaurehaltiger Lokaltherapeutika zur Schuppenentfernung (Keratolyse). Erst nach
Erreichen der entziindeten Haut folgt die darauffolgende Behandlung, die auf eine
antiproliferative und antiinflammatorische Wirkung abzielt.

Eine topische Therapie wird Uberwiegend Patienten mit leichter Psoriasis angeraten,
gegebenenfalls auch bei mittlerer und schwerer Form der Erkrankung. Dithranol, eines
der altesten topischen Lokaltherapeutika, welches stationdren Patienten verabreicht
wird, kann ein hoher Therapieerfolg zugeschrieben werden. Glukokortikosteroide

zeigen ebenfalls gute Erfolge. Verwendet werden Kortikoide der Klasse Ill und IV. Um



eine Follikulitis oder Hautatrophie zu verhindern, ist ein Ausschleichen nach
Wirkungseintritt erstrebenswert [2,12]. Die Kombination mit einem Vitamin-D-Derivat
(Calcipotriol) zeigt eine gute Wirksamkeit [25].

Bei mittelschweren bis schweren Formen der Psoriasis mit flachigem Hautbefall
kommen zusatzlich Phototherapien zum Einsatz. Bei Nichtansprechen dieser
Methoden, wird eine systemische Therapie herangezogen. Dazu gehodren Acitretin,
Fumarsaure und Immunsuppressiva wie Methotrexat und Ciclosporin A.

Sollte es auch hier keinen Therapieerfolg geben bzw. eine Unvertraglichkeit oder
Kontraindikation  vorliegen, koénnen  Biologika (Antikdrper, Zytokine  und
Fusionsproteine) eingesetzt werden. Die gentechnologisch hergestellten Proteine
blockieren relevante Rezeptoren und Zytokine und beeinflussen somit spezifisch
Pathomechanismen. Dazu gehéren nach der S3-Therapieleitlinie (2017): TNF-a-
Blocker (Etanercept, Infliximab, Adalimumab), IL-12 und IL-23 Antagonisten
(Ustekinumab) und ein IL-17A-Inhibitor (Secukinumab) [12,26]. Des Weiteren stehen
seit kurzem die Gruppe der ,small molecule inhibitors® zur Verfligung. Apremilast, ein
Inhibitor der Phosphodiesterase-4 (PDE-4) flhrt zur Erhéhung des intrazellularen
cAMP-Spiegels und dadurch zur verminderten Freisetzung von TNF-a, IL-17 und IL-13.
Aullerdem kommt es zur Ausschittung des anti-inflammatorischen IL-10 [27].
Tofacitinib, ist ein Janus-Kinase-Inhibitor (JAK), welcher die heterodimeren Rezeptoren
aus JAK-1 und JAK-3 hemmt. Dadurch kommt es zur Inhibition des JAK-STAT-
Signalwegs, Uuber den inflammatorische Signale die Transkription pro-
infammatorischer Zytokine regulieren. Tofacitinib ist zur Behandlung mittelschwerer
bis schwerer Psoriasis-Arthritis zugelassen [28-30]. Auflerdem laufen gegenwartig
Studien zum JAK1/2-Inhibitor Ruxolitinib, welcher zur topischen Behandlung milder bis
moderater Psoriasis getestet wird [31].

Dartber hinaus wird gegebenenfalls eine Klimatherapie oder begleitend eine

psychosoziale Therapie mit Schulungsprogramm angeraten [26].

1.3 Der PI3-K/Akt/mTOR-Signalweg und seine Funktion in der
epidermalen Homdostase

1.3.1 Der PI3-K/Akt/mTOR-Signalweg

Der PI3-K/Akt/mTOR-Signalweg stellt einen zentralen Signalleitungsweg in
eukaryotischen Zellen dar (Abb. 5). Durch Bindung von spezifischen Liganden an
Rezeptortyrosinkinase-Rezeptoren wie den EGF- oder den Insulinrezeptor wird die
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI13-K) direkt oder Uber Adaptor-Proteine wie das
Insulinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1) oder das Src-homologe-Doméane-2-Protein (SHC)



aktiviert. Daraufhin wird das membrangebundene Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) zu Phosphatidy-linositol-3,4,5-Triphosphat  (PIP3) phosphoryliert.  Die
Serin/Threonin-Kinase PKB/Akt und die 3-Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase-1
(PDK1) binden an der Plasmamembran an PIP3. PDK1 phosphoryliert daraufhin
PKB/Akt an Threonin 308 (T308). Des Weiteren phosphoryliert mTORC2 Akt an Serin
473 (S473), sodass Akt vollstandig phosphoryliert ist [32]. Wird eine der beiden
Bindungsstelle phosphoryliert, kommt es anschlieRend zur Phosphorylierung der
Anderen [33]. LY294002 ist ein starker, nicht ausschlief3lich selektiver Inhibitor der
Phosphoinositid-3-Kinase im PI13-K/Akt-Signalweg [34].

Durch Phosphorylierung von diversen Signalmolekiilen spielt PKB/Akt eine
fundamentale Rolle, indem es zellulare Prozesse wie Proliferation, Wachstum,
Stoffwechsel oder Apoptose reguliert [32,35,36].
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Abbildung 5: Die PI3-K/Akt/mTOR-Signalkaskade (mit Genehmigung des Autors modifiziert nach
[371)

Nach Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, wird PIP2 durch PI3-K zu PIP3
phosphoryliert, wodurch Akt rekrutiert und an T308 durch PDK1 bzw. an S473 durch mTORC2
phosphoryliert wird. Akt hemmt TSC2 durch Phosphorylierung. Dadurch kann TSC1/2 nicht an Rheb
binden, was zur Aktivierung von mTORCH1 fihrt. Dieser hat Einfluss auf verschiedene nachgeschaltete
Proteine wie S6K wund 4E-BP1. AuBerdem wird durch Wachstumsfaktoren der MAPK-



Signaltransduktionsweg induziert. Dieser beginnt mit Adapterproteinen wie GRB2 und SOS, wodurch Ras,
Raf, MEK1/2 und schlief3lich ERK1/2 aktiviert werden.

MTOR (mechanistic target of rapamycin) Komplex-1 (mTORC1) stellt einen weiteren
relevanten Effektor dar und kontrolliert vor allem das zellulare Wachstums [38—40].
PKB/Akt aktiviert mTORC1 durch Phosphorylierung von TSC2. Der Tuberous-
Sclerosis-Complex (TSC 1/2) ist als Regulator von mTORC1 verantwortlich fur die
Verarbeitung der verschiedenen extrazellularen Signale [38,41]. TSC st ein
heterotrimerer Komplex bestehend aus TSC1, TSC2 und TBC1D7, welcher als
GTPase aktivierendes Protein (GAP) fir Rheb fungiert. Durch Phosphorylierung von
TSC durch Kinasen wie Akt, ERK, p90rsk, AMPK, IKKB [41] dissoziiert der Komplex
vom Lysosom, sodass TSC2 nicht mehr in der Lage ist als GTPase aktivierendes
Protein fir Rheb zu wirken [42]. Damit verbleibt Rheb im GTP-gebunden Zustand,
aktiviert mTORC1 und rekrutiert es an die lysosomale Membran [38,40,41,43—45].
AuRerdem kann PKB/Akt Uber die Phosphorylierung von PRAS40 mTORC1 aktivieren,
da dadurch die hemmende Wirkung von PRAS40 auf mTORC1 aufgehoben wird [46].
Der mTOR Komplex (mTORC1), welcher aus der mTOR-Kinase selbst, Raptor,
PRAS40 und anderen regulatorischen Proteinen zusammengesetzt ist, phosphoryliert
Effektormolekiile wie das 4E-Binding-Protein-1 (4E-BP) und die S6-Kinase-1 (S6K1),
welche das ribosomale Protein S6 durch Phosphorylierung von Serin-235/6 aktiviert.
4E-BP1 und S6 sind beteiligt an der Proteinbiosynthese durch Translationsregulierung.
Aulerdem aktiviert mMTORC1 weitere Transkriptionsfaktoren und férdert somit, neben
der Proteinbiosynthese, die Lipidbiosynthese und unterdriickt Autophagie [39,46—49].
MmTORC1 spielt also durch die Hemmung katabolischer Prozesse und die Stimulation
anabolischer Prozesse eine zentrale Rolle in der Regulation des Zellwachstums und
der Proliferation [38].

Neben mTORC1 liegt noch ein weiterer mTOR-Komplex vor: Der mTORC2 Komplex,
bestehend aus der Kinase mTOR und weiteren akzessorischen Proteinen,
phosphoryliert PKB/Akt an S473. AulRerdem phosphoryliert er andere AGC-Kinasen,
tragt zur zytoskelettalen Reorganisation bei und ist an der Zellinnendruckregulierung
beteiligt [39,48,50,51]. Rapamycin und Torin1 sind Inhibitoren dieser mTOR-Komplexe.
Wahrend Rapamycin selektiv nur an den mTORC1 bindet und diesen hemmen kann,
blockiert der ATP-kompetitive Inhibitor Torin1 sowohl mTORC1 als auch mTORC2 und
hemmt damit zusatzlich den PKB/Akt-Signalweg [52,53]. Bei langerer Behandlung
kann Rapamycin in einigen Zelltypen allerdings auch beide Komplexe hemmen [54].
Neben dem PI3-K-Signalweg wird durch Rezeptortyrosinkinase-Rezeptoren auch der

Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase (MAPK)-Signaltransduktionsweg induziert. Dieser
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startet Uber die Aktivierung des Wachstumsfaktor-Rezeptor-gebundenen-Proteins-2
(GRB2) und des Guanosin-5-triphosphat-gebundenen Austauschfaktors Son-of-
Sevenless (SOS). Daraufhin wird das Ratten-Sarkom-Protein (RAS) aktiviert, was in
einer Phosphorylierungskaskade dann zur Aktivierung von RAF und MEK flhrt.
SchlieBlich kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung von p42/44 MAPK/ERK1,
welche  Gentranskription, Proteinsynthese, Zellwachstum, Proliferation und
Differenzierung reguliert [55]. U0126 ist ein selektiver MEK-Inhibitor. Da ERK1 auch
zur Aktivierung von S6 beitragen kann, fihrt U0126-Behandlung auch zur Hemmung
dieser Kaskade [56,57].

1.3.2 Die Rolle des PI3-K/Akt/mTOR-Signalwegs in der Regulation der
epidermalen Homoostase

Der PI3-K/Akt/mTOR-Signalweg ist in der Regulation der epidermalen Homdostase
und in der Psoriasis-Pathogenese von groRer Bedeutung. Unter gesunden
Bedingungen ist PKB/Akt zustandig fir das Aufrechterhalten des Gleichgewichts
zwischen Keratinozytenproliferation und -differenzierung [58]. PI3-K und Akt sind im
Frihstadium der Keratinozytendifferenzierung aktiviert und schutzen vor verfrihtem
Zelltod. Somit wird ein Wachstumsstopp und Differenzierung von Keratinozyten
gefordert. Wird PI13-K inhibiert, induziert dies eine frihzeitige Apoptose der Zellen [59].
In suprabasalen Schichten scheint Akt-Aktivitat fur die Degradation von Lamin A/C
verantwortlich zu sein, was Voraussetzung flr die nukledre Degradation und die
terminale Differenzierung ist. Gestorte Akt-Aktivitat tragt somit zu einer Parakeratose
bei [60]. Der Akt/mTOR-Signalweg steuert aul’erdem Autophagie, welche im Stratum
granulosum eine grofRe Rolle im Prozess der terminalen Differenzierung spielt. Da in
suprabasalen Schichten mTOR ausgeschaltet ist, kann durch Akt1 die Autophagie als
Teil des Differenzierungsprozesses stattfinden. Gezeigt wird dies durch eine verstarkte
Expression des Autophagiemarkers Autophagosome-associated-protein-light-chain-3
(LC3) [60].

Daneben spielt mTOR eine entscheidende Rolle in der epidermalen Morphogenese
und Barrierefunktion. Ein Fehlen von mTOR wahrend der Embryonalentwicklung
resultiert in einer gestorten Stratifizierung. Die Barrierestorung zeichnet sich zum einen
durch die fehlende Fahigkeit Wasser in der Epidermis zu halten und zum anderen
durch eine fehlende Schutzfunktion nach aufen hin aus, wodurch die Uberlebensrate

von Keratinozyten negativ beeinflusst wird [61]. Dartberhinaus spielt der MAPK-
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Signaltransduktionsweg ebenfalls eine Rolle in der epidermalen terminalen

Keratinozytendifferenzierung und dessen Inhibition flhrt zu einer Barrierestérung [62].

1.3.3 Die Rolle des PI3-K/Akt/mTOR-Signalwegs in der Psoriasis-
Pathogenese
In psoriatischer Haut ist der PI3-K/mTOR-Signalweg in Keratinozyten massiv
hyperaktiviert und tragt durch Stérung des Gleichgewichts zwischen
Keratinozytenproliferation und -differenzierung zur Pathogenese bei [58,63,64].
Proinflammatorische Zytokine wie IL-1f und TNF-a aktivieren den PI3K-Signalweg,
wodurch es zur Aktivierung von PKB/Akt kommt [58]. Zudem kommt es in I&sionaler
Haut zur starken Aktivierung der mTOR-Kinase, PRAS40 und der nachgeschalteten
Signalmolekile wie 4E-BP1 und S6 [48]. Wahrend mTOR in der gesamten Epidermis
vor allem im Stratum basale aktiviert ist, zeigt S6 Hyperaktivitat in suprabasalen
Schichten [64].
Die Hyperaktivierung des Signalwegs in basalen Schichten flhrt zu einer verstarkten
Proliferation, wahrend dessen Hyperaktivierung in suprabasalen Schichten fur eine
aberrante Differenzierung verantwortlich zu sein scheint [37]. In lasionaler Haut ist Akt
in allen epidermalen Schichten aktiviert. Grund hierflir konnte sein, dass bei
psoriatischen Keratinozyten proliferative Wege weiter eingeschaltet bleiben und Akt die
zellulare Apoptose hemmt, wodurch eine schnelle Reifung der Keratinozyten geférdert
wird [37]. Lediglich gesunde Keratinozyten des Stratum basale weisen mTOR Aktivitat
auf, die mit Proliferationsaktivitat verbunden zu sein scheint [61]. Beim Ubergang von
der Proliferations- in die Differenzierungsphase wird der mTOR-Signalweg
normalerweise abgeschaltet, was geordnete Differenzierung erlaubt [48] (Abb. 6a, 6b).
Im Gegensatz dazu kommt es unter entzlindlichen Bedingungen wie in der Psoriasis
durch inflammatorische Zytokine (IL-18, IL-17A und TNF-a) zur Hyperaktivierung von
mTOR mittels des PI3-K/Akt-Signalwegs. Dadurch wird verstarkt Proliferation induziert
und geordnete Differenzierung inhibiert (Abb. 6¢) [48]. mTOR spielt dementsprechend
eine Rolle in epidermalen Veranderungen, welche zum psoriatischen Phanotyp
beitragen. Interessanterweise scheint IL-22 mTOR nicht nur zu aktivieren, sondern
induziert lediglich dessen Expression [65].
Akinduro et al. berichteten, dass Autophagie in der Epidermis konstitutiv auftritt und
zum Kernabbau (Nukleophagie) wahrend der Keratinozytenverhornung beitragt. Sie
zeigten auch, dass die bei der Psoriasis typische Kernretention in verhornten

Schichten (Parakeratose) mit einer gestorten Autophagie korreliert. Hyperaktivierung
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von mMTORC1 hemmt diese Prozesse und tragt damit auch hier zu einer gestérten
Differenzierung bei [66].

Die PI3-K/Akt/mTOR-Kaskade spielt dariber hinaus durch Regulation von
Immunzellen eine Rolle in der Pathogenese der Psoriasis und kontrolliert deren
Funktion und Differenzierung [37,48,58,59,64].

a) Stratum basale in gesunder Haut b) Suprabasale Schichten in gesunder Haut
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Abbildung 6: Regulation durch mTOR (mit Genehmigung des Autors aus [48])

Im Stratum basale in gesunder Haut kommt es Uber den aktivierten mTOR-Signalweg zur Proliferation der
Keratinozyten, wahrend die Differenzierung gehemmt wird (a). Sobald die Zellen die Proliferation
verlassen, wird der mTOR-Signalweg ausgeschaltet und Differenzierung induziert (b). Unter entzindlichen
Bedingungen wie in der Psoriasis wird der Signalweg chronisch aktiviert, wodurch es zur vermehrten

Proliferation bei gestorter Differenzierung kommt (c).

Zusammenfassend wird deutlich, dass durch eine erhdhte Aktivitdt von mTORC1 der
Ubergang vom proliferativen Zustand zur Differenzierung gestért wird, in suprabasalen
Schichten der Prozess der Keratinozytenreifung also nicht mehr stattfinden kann,

sondern es zu einer vermehrten Proliferation durch Akt kommt [48].

1.4 Die Rolle der IL-17 Zytokinfamilie in der Psoriasis-Pathogenese

Zytokine sind regulatorische Proteine die von zahlreichen unterschiedlichen Zelltypen
wie Makrophagen, T-Lymphozyten und B- Lymphozyten produziert werden und sowohl
autokrin, parakrin als auch endokrin wirken koénnen. Sie steuern Zellen des
Immunsystems, regulieren entzindliche Prozesse und haben Einfluss auf die

Proliferation und Differenzierung von Zielzellen [67].
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In der IL-17 Zytokinfamilie wurde IL-17A als Erstes identifiziert [68]. Es spielt unter
anderem bei der Entstehung von Autoimmunitat, Tumoren, Entzindungsreaktionen
und bei der Wirtsabwehr gegen Bakterien- und Pilzinfektionen eine Rolle [69]. Zudem
ist IL-17A in zahlreichen Autoimmunerkrankungen wie in der Psoriasis hochreguliert
[70-73]. IL-17A, welches von TH17-Zellen sekretiert wird, aktiviert Keratinozyten und
induziert die Expression verschiedener proinflammatorischer Gene [74,75].

Finf weitere Isoformen sind bisher bekannt: IL-17B, IL- 17C, IL-17D, IL-17E (= IL-25)
und IL-17F. IL-17F teilt die hochste Homologie mit IL-17A (55%) und wird oft
zusammen mit IL-17A exprimiert. IL-17B, IL-17D und IL-17C teilen eine
Sequenzhomologie von 23-29%. Es handelt sich bis auf A und F, welche auch
Heterodimere formen kdnnen, um Disulfid-gekoppelte Homodimere [76].

Die IL-17-Zytokine binden an heterodimere Rezeptoren, welche unter anderem von
Keratinozyten exprimiert werden. Sie sind aus unterschiedlichen
Rezeptoruntereinheiten zusammengesetzt. Wahrend IL-17RA ubiquitar vorkommt,
vermittelt die zweite Rezeptoruntereinheit die Spezifitat. IL-17A und IL-17F binden an
den Rezeptorkomplex bestehend aus IL-17RA und IL-17RC, IL-17E bindet an IL-17RA
und IL-17RB [77,78]. Bindet IL-17A an IL-17RA flihrt dies zur Rekrutierung von Act1.
Act1 vermittelt die Ubiquitinierung von TRAF6, woraufhin der NFkB-Signalweg aktiviert
wird. AuRerdem werden C/EBP Proteine und der MAPK-Signalweg aktiviert. IL17-A
induziert somit entzlindliche Prozesse, indem es zur Verstarkung der TNF-a Effekte
kommt und der NFkB-Signalweg aktiviert wird [76,78-80].

Die Zytokine der IL-17-Familie spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
Psoriasis. Im Verlauf der Pathogenese kommt es zur Sekretion von IL-23 durch
dermale dendritische Zellen, was die Differenzierung von naiven T-Zellen zu TH17-
Zellen induziert. Diese Lymphozyten produzieren IL-17A und IL-22 [81-83]. Aulierdem
tragen Mastzellen und neutrophile Granulozyten zur Produktion von IL-17A bei [68,84].
IL-17A fihrt zu einer erhéhten Proliferation und aberranten Differenzierung von
Keratinozyten, indem es beispielsweise Filaggrin herunterreguliert und durch eine
verstarkte Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen die Neutrophilen/TH17-
abhangige Immunantwort verstarkt [76,85]. In lasionaler psoriatischer Haut ist die
Menge an IL-17F ebenfalls erhéht [71,86,87]. Auch IL-17C ist in lasionaler Haut
vermehrt aufzufinden [76]. IL-17B und IL-17D sind dagegen in befallener psoriatischer

Haut weniger nachweisbar als nicht-lasionaler Haut [71].
Neue Erkenntnisse zur Pathogenese der Psoriasis fihrten zu enormen Fortschritten in

der Therapie der Psoriasis. Mehrere neue Medikamente, welche auf den IL-17-

Signalweg abzielen sind heute zugelassen bzw. sind in Entwicklung [76]. So ist IL-17A
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das Target verschiedener therapeutischer monoklonaler Antikérper. Der Vorreiter
Secukinumab, ein humaner monoklonaler IgG1k -Antikdrper, welcher IL-17A-spezifisch
bindet und diesen neutralisiert, ist seit 2015 als First-Line-Therapie zur Behandlung
mittelschwerer bis schwerer Psoriasis zugelassen. Ixekizumab ist ein IL-17A-bindender
humanisierter, monoklonaler IgG-4-Antikdrper [78]. Brodalumab hingegen hemmt nicht
das Zytokin, sondern bindet spezifisch an dessen Rezeptor. Er erkennt IL-17RA und
blockiert somit die Bindung von IL-17A, IL-17F, IL-17C und IL-17E, welche ebenfalls an
IL-17RA binden [78]. Wird dieser Rezeptor gehemmt, kommt es zur Klinischen
Besserung der psoriatischen Symptome, was darauf hindeutet, dass auch andere IL-
17-Isoformen eine Rolle bei der Pathogenese spielen [68,88]. Es wird sogar vermutet,
dass eine IL-17RA-Inhibition effektiver ist als eine IL-17A-Hemmung, da IL-17A, IL-
17F, IL-17C und IL-17E eine ahnliche proinflammatorische Funktion im Rahmen der
Psoriasis spielen [76]. Patienten, welche jedoch mit Secukinumab behandelt werden,
weisen im Vergleich weniger unerwlinschte Nebenwirkungen auf. Der Grund kénnte
hierfir sein, dass Secukinumab nicht IL-17F hemmt und IL-17F-Homodimere vor
opportunistischen Infektionen schitzen [78]. IL-17F und IL-17C wirken namlich
schitzend im Hinblick auf Darmentziindungen. Es ist daher noch nicht geklart, welche
und ob Nebenwirkungen oder Risiken bei der Inhibition von IL-17F und IL-17C durch
Brodalumab auftreten [76]. Weiterhin ist ein dualer IL-17A/F-Hemmer, Bimekizumab,

ein humanisierter monoklonaler IgG1-Antikérper in der Entwicklung [89].

1.5 Die Rolle von IL-17E in der Psoriasis-Pathogenese

IL-17E, auch bekannt als IL-25, ist interessanterweise das abweichendste Mitglied der
IL-17-Familie mit einer Sequenzhomologie von nur 16% [76], sodass von einer
divergenten Funktion ausgegangen wird. IL-17E, wird von Epithelzellen,
Endothelzellen und anderen Immunzellen wie T-Zellen, eosinophilen Zellen,
Makrophagen und dendritischen Zellen gebildet [90,91]. Es wird als Disulfid
gebundenes Homodimer sekretiert und bindet an einen heterodimeren Rezeptor
bestehend aus IL-RA und IL-17RB [77,92]. Es wurde zunachst den TH2-Zytokinen
zugeordnet, welche bei TH2-vermittelten Erkrankungen wie Allergien oder der
Atopischen Dermatitis (AD) eine Rolle spielen [69], da eine Uberexpression in
atopischer Haut gefunden wurde [93], wo es die Expression von Filaggrin negativ
beeinflusst und damit zur Zerstérung der epidermalen Barriere beitragt [94]. Kirzlich
konnte gezeigt werden, dass in psoriatischer Haut IL-17E von Keratinozyten in grof3en
Mengen produziert wird, sogar mehr als IL-17A. Das sekretierte IL-17E wird durch

clathrin-abhangige Endozytose von Makrophagen aufgenommen, wodurch diese
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aktiviert werden. In Folge dessen kommt es zu deren Aktivierung und Entwicklung zu
und M1-Makrophagen, welche Zytokine und Chemokine wie TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-8
und CCL20 sekretieren, was zur Neutrophilenrekrutierung und damit zur Verstarkung
der Entzindung fuhrt (Abb. 7) [68].

Die Menge von IL-17E in lasionaler Haut korreliert infolgedessen mit der Menge an
Neutrophilen und ist umgekehrt proportional zur Zahl an eingewanderten T-Zellen, was
darauf hindeutet, dass es potentiell eine Rolle in der Chemotaxis spielt [68]. Ferner
fuhrt ein Einzelnukleotid-Polymorphismus im IL-17E-Gen zu einem noch schwereren

Ausmal} bei psoriatischer Arthritis [95].
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Abbildung 7: Der Einfluss von IL-17E in der Psoriasis (mit Genehmigung des Autors aus [68])

Keratinozyten bilden in psoriatischer Haut verstarkt IL-17E, welches von Makrophagen aufgenommen
wird, wodurch diese aktiviert werden und TNF-q, IL-8 und MCP-1 produzieren. Dies resultiert in einer

verstarkten Entzindungsreaktion durch Rekrutierung weiterer Immunzellen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Im Hinblick auf die Psoriasis konnte bereits gezeigt werden, dass von TH17-Zellen
ausgeschuttete Zytokine, insbesondere die der IL-17-Familie, eine groe Rolle in der
Pathogenese spielen. Diese Zytokine binden an von Keratinozyten exprimierte
heterodimere Rezeptoren, was zu verstarkter Keratinozytenproliferation und aberranter

Differenzierung fuhrt.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Zahl IL-17E-produzierender Keratinozyten in der
Epidermis psoriatischer Lasionen héher ist als die der IL-17A-Zellen [74,77,96]. IL-17E
spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von Makrophagen und ist
folglich mitverantwortlich fur Entzindungs- und Autoimmunreaktionen [96]. Da aber
auch Keratinozyten beide Untereinheiten des IL-17E-Rezeptors [97] (IL-17RA + IL-
17RB) exprimieren [98], ist auch ein autokriner Effekt auf Keratinozyten denkbar. Diese
Annahme, dass IL-17E eine Rolle unabhangig von Immunzellen hat, wird dadurch
unterstitzt, dass IL-17E in Mausen einen Psoriasis-ahnlichen Phanotyp induziert [99].
Wahrend die nachgeschalteten Signaltransduktionskaskaden der IL-17RA-Rezeptor-
Untereinheit vor allem fir IL-17A, welcher an ein Dimer aus IL-17RA und IL-17RC
bindet, gut beschrieben sind [69], fehlen genauere Hinweise zu Signalwegen, die durch
die Kombination mit IL-17RB aktiviert werden und damit Spezifizitat in der IL-17E-
Signalleitung vermitteln [97]. AuRerdem ist bisher nicht bekannt, welche biologischen
Effekte in Keratinozyten durch IL-17E vermittelt werden.

Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, inwiefern IL-17E ebenfalls einen Effekt
auf Keratinozyten hat und damit zur psoriatischen Entziindung beitragt und welche
intrazellularen Signalkaskaden aktiviert werden. Im Besonderen sollte der Effekt auf
Signalwege untersucht werden, welche eine Rolle in der Psoriasis-Pathogenese
spielen.

Im Detail sollten daher fur diese Arbeit folgende Ziele verfolgt werden (Abb. 8):

a) die intrazellularen Signaltransduktionswege in
Keratinozyten zu identifizieren, welche durch IL-17E

aktiviert werden und

b) den biologischen Effekt von IL-17E  auf

Keratinozyten zu untersuchen.

\Biologischer Effekt /

Abbildung 8: Aufklarung der Wirkung von IL-7E auf Keratinozyten

Ergebnisse aus dieser Arbeit sollten dementsprechend nicht nur Erkenntnisse zur Rolle
von IL-17E im Rahmen der Psoriasis-Pathogenese liefern, sondern auch Hinweise
geben, ob auch die IL-17E-Kaskade in der Epidermis ein Target fur die Psoriasis-

Therapie darstellen kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Gerate und Software

Tabelle 1: Ubersicht zu den verwendeten Geriten mit Angabe des Herstellers

Technische Gerate und Software

Hersteller

Ausgiel3station (Leica EG 1150H,
Kuhlplatte Leica EG 1150C)

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Autoklav

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Autostainer XL

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Beheizte Pinzette (Leica EG F)

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Entwasserungsautomat ,ASP 200S*

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Eppendorf Thermostat Block Heater

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Flockeneisbereiter

Scotsman Ice System, Vernon Hills, IL,
USA

ImageJ Grafiksoftware

Wayne Rasband, NIH, USA

iMark™ Microplate Absorbance Reader

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Laborspilmaschine

Miele, Gutersloh, Deutschland

Lichtmikroskop Olympus CKX41

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
BioWizard Golden GL-200 Klasse Il

Kojair, Vilppula, Finnland

Mikrozentrifuge

VWR International, Darmstadt,

Deutschland

Mini-PROTEAN® Gel System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Molecular Imager® Gel Doc™ XR+

System with Image Lab™ Software

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Multipette

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Plattformschittler

Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland

Prazisionswaage

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Rotationsmikrotom (Leica RM 2165)

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Vortex Mixer

Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland

Warme- und Trockenschrank

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Zentrifuge

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Zentrifuge, gekuhlt

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Ubersicht zu den verwendeten Materialien mit Angabe des Herstellers

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

5, 10, 25ml Stripette, Costar

Corning Inc., Corning, NY, USA

Blotting Paper 3mm

GE Healthcare Europe GmbH, Breisgau,

Deutschland

Combitips advanced® 0.5, 5.0ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Disposable Scalpel No.11

FEATHER Safety Razor Co., Japan

Einbettkassetten universal

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Immobilon-P Transfermembran

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Multi®-SafeSeal® Tubes

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nunc EasYFlask 175cm?

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas 230mm

neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Deutschland

Pipettenspitze 10/20ul, 200ul, 1250l

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Rohrchen, 15, 50ml, Cellstar

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
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ThinCert Zellkultur Einsatz Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Zahlkammer C-CHIP NanoEnTek, Seoul, Studkorea
Zellkultur Multiwellplatte Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
6, 12, 24, 96 Well Deutschland

Zellschaber A. Hartenstein GmbH, Wirzburg,

Deutschland

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Ubersicht zu den verwendeten Chemikalien und Reagenzien mit Angabe des Herstellers

Chemikalien und Reagenzien Hersteller

10x Tris/glycine/SDS running buffer Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

CaClz-Solution (0,5M) PromoCell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Cell Proliferation Reagent WST-1 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Clarity™ Western ECL Substrate Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

CnT-Prime 3D Barrier Culture Medium CELLnTEC Advanced Cell Systems AG,

Bern, Schweiz

DetachKit (HEPES BSS, Trypsin/EDTA, PromoCell GmbH, Heidelberg,

TNS) Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSQO) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dulbecco's Modified Eagle Medium DMEM | Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
(1X) + GlutaMAX™-| Deutschland

Dulbecco's phosphate-buffered saline Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
DPBS (1X) Deutschland

Ethanol (100%, 95%, 70%) Apotheke

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom, Berlin, Deutschland
Formalin 4,5% phosphatgepuffert, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland;

saurefrei, pH7

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland;

Keratinocyte-Growth-Medium-2 (KGM-2) PromoCell GmbH, Heidelberg,
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Deutschland

Methanol Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Paraplast Plus Tissue Embedding Medium

McCormick Scientific, St. Louis,
Missouri, USA

Penicillin/Streptomycin (10pl/ml bzw.
10U/ml)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Permanent AP-Red-Kit

Zytomed Systems GmbH, Berlin,

Deutschland

PMSF (0,1M = 100x in Isoprop)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Restore™ PLUS Western Blot Stripping
Buffer

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

RIPA Buffer (10x)

Cell Signaling Technology, Leiden,

Niederlande

RNAlater RNA Stabilization Reagent

Qiagen, Venlo, Niederlande

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Signal Stain

Cell

Niederlande

Signaling Technology, Leiden,

Sodium chloride analytical reagent grade

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

TEMED C6H16N2

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trizma® base

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Tween® 20

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol (100%)

Apotheke

2.1.4 Zytokine

Tabelle 4: Ubersicht der eingesetzten Zytokine mit Artikelnummer und Hersteller

Zytokine Artikelnummer Hersteller

IFNy 300-02 PeproTech, Hamburg, Deutschland
IL-17A 200-17 PeproTech, Hamburg, Deutschland
IL-17E 200-24 PeproTech, Hamburg, Deutschland




IL-1B 200-01 PeproTech, Hamburg, Deutschland
IL-22 200-22 PeproTech, Hamburg, Deutschland
IL-23 200-23 PeproTech, Hamburg, Deutschland
IL-4 200-04 PeproTech, Hamburg, Deutschland
TNF-a 300-01A PeproTech, Hamburg, Deutschland

2.1.5 Antikorper

Tabelle 5: Ubersicht der eingesetzten Antikérper mit Verdiinnung, Artikelnummer und Hersteller

Antikorper

Verdinnung

Artikel-

nummer

Hersteller

Primarantikorper fir Western Blot und Immunohistochemie

anti B-Aktin Maus 1:100 000 (WB) A1979 Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA
Anti-Cytokeratin 10 antibody | 1:1000 (WB) ab76318 | Abcam, Cambridge,
[EP1607IHCY] Kaninchen UK
Anti-Involucrin 1I9G 1 clone 1:10 000 (WB) ab20202 | Abcam, Cambridge,
[SY8] Maus 1:2000 (IHC) UK
Phospho-p44/42 MAPK 1:1000 (WB) 4370 Cell Signaling
(ERK1/2) (Thr202/Tyr204) Technology, Leiden,
Kaninchen Niederlande
Phospho-S6 Ribosomal 1:3000 (WB) 2211 Cell Signaling
Protein (Ser235/236) 1:1500 (IHC) Technology, Leiden,
Kaninchen Niederlande
PKB/Akt (Ser473) Kaninchen | 1:1000 (WB) 4060 Cell Signaling
Technology, Leiden,
Niederlande
Filaggrin 1:600 (IHC) 905801 BioLegend, Inc., San
Kaninchen Diego, USA
Sekundarantikorper fir Western Blot
Anti-mouse IgG, HRP- 1:3000 7074 Cell Signaling
gekoppelter Antikdrper Technology, Leiden,
Niederlande
Anti-rabbit IgG, HRP- 1:3000 7076 Cell Signaling

gekoppelter Antikdrper

Technology, Leiden,

Niederlande
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2.1.6 Chemischen Inhibitoren

Tabelle 6: Ubersicht der eingesetzten chemischen Inhibitoren mit Konzentration, Artikelnummer

und Hersteller

Antikorper eingesetzte Artikel- Hersteller
Konzentration | nummer

LY 294002 = 2-(4-Morpholinyl)-8- 0,05uM 440202 Calbiochem,

phenyl-4H-1-benzopyran-4-one, Darmstadt,

BRD2 Inhibitor IV, BRD3 Inhibitor I, Deutschland

BRD4 Inhibitor IV

Rapamycin = mTORCH1 Inhibitor | 0,1uM 553211 Calbiochem,
Darmstadt,
Deutschland

Torin = mTORC1 und 2 Inhibitor 0,25uM 4247 Tocris
Bioscience,
Bristol, UK

U0126 = MAP-Kinase-Kinase (MKK, 0,01uM 70970 Cayman Biomol

MEK) Inhibitor GmbH,
Hamburg,
Deutschland

2.1.7 Zusammensetzung verwendeter LOsungen und Puffer

Tabelle 7: Ubersicht der Lé6sungen und Puffer mit Zusammensetzung

Losungen und Puffer

Zusammensetzung

1x TBS-T

100ml 10x TBST in 900ml VE H>O mit
500ul Tween® 20

10 x TBS fir 1L Tris-gepufferte Salzldsung

mit Tween (Waschlésung)

0,2M Tris; 1,5M NaCl; 0,5% Tween® 20

10x Towbin Buffer (pH 8,3)

(Transferpuffer)

25mM Tris; 192mM Glycin; 10% (v/v)
Methanol

1x Laemmli Puffer

200ml 10x Laemmli; 1800mI VE H.O

1x Towbin Puffer

200ml 10x Towbin Puffer; 1500ml VE
H.O; 200mI MeOH

4 x SDS Proteinladepuffer

240mM DTT; 8% SDS; 250mM Tris;
40% Glycerin; 0,4% Bromphenolblau

4 x Tris Puffer pH 6,8 (Sammelgel-Puffer)
(Upper Tris)

500mM Tris; 0,4% SDS
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4 x Tris Puffer pH 8,8 (Trenngel-Puffer) 1500mM Tris; 0,4% SDS

(Lower Tris)

5x Laemmli Puffer (pH 8,5) (Laufpuffer) 25mM Tris; 250mM Glycin; 0,1% SDS

Blockierungslosung 5,0% Magermilchpulver in 1x TBST

BSA-Ldsung 5,0% BSA; 0,01% NaNs in 1x TBST

Entkalkungslésung 6,45% Formalin; 2% HCL,; 6,85%
Ameisensaure in Aqua dest.

RIPA 500ul 10x RIPA, 50ul PMSF in 5mi
Millipore H2O

2.1.8 Zellen

Im Rahmen dieser Dissertation wurde mit der spontan immortalisierten humanen
Zelllinie HaCaT (human adult low calcium temperature keratinocytes) gearbeitet.
HaCaT ist die erste bestandige epitheliale Zelllinie erwachsener humaner Haut, welche
eine vollstandige epidermale Differenzierung zeigt. Der Name HaCaT (= Human adult
low Calcium high Temperature) leitet sich von den urspringlichen
Wachstumsbedingungen ab, namlich einer niedrigen Calciumionenkonzentration von
0,2mM und einer hohen Umgebungstemperatur von 38,5°C. Die Zelllinie stammt von
der wenig sonnenexponierten Halfte des Rilckens eines 62-jahrigen mannlichen
Patienten, welche keine malignen Zellen aufweist. Sie ist zwar bis tGber 140 Passagen
unsterblich und besitzt einen transformierten Phanotyp, verhalt sich jedoch nicht
Tumor-induzierend. Differenzierungsspezifische Keratine (Keratin-1 und 10) und
andere Marker (Involucrin, Filaggrin) werden exprimiert. Daher ist sie zur Untersuchung
von zellbiologischen Vorgangen geeignet und weist keine individuellen Unterschiede,
wie sie bei primaren Keratinozyten zu finden sind, auf [100]. Zu Vergleichs- und
Gegenuberstellungszwecken wurden die Versuche ebenfalls mit primaren normalen
humanen Keratinozyten (NHK) verschiedener Donoren durchgefihrt. NHK-Zellen
wurden aus humaner juveniler Vorhaut isoliert und in einem Keratinocyte-Growth-
Medium-2 (KGM-2) kultiviert.
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2.2 Methoden

2.21 Zellkultur

HaCaT-Zellen wurden in DMEM GlutaMAX Medium mit 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. NHK-Zellen wurden in Keratinocyte-Growth-Medium-2
(KGM-2) kultiviert. Samtliche Versuche wurden unter Sterilbanken mit sterilen
Materialien durchgeflihrt. Die Zellkultivierung erfolgte in sterilen Zellkulturflaschen mit
Filterdeckel bei 37°C, 5% Kohlendioxid und 100% Luftfeuchtigkeit.

Vor Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen gesplittet bzw. fur Versuche ausgesat.
Das alte Medium wurde abgesaugt und mit DPBS bei HaCaT oder HBSS bei NHK
gespult. Als Nachstes wurde EDTA fur 1min auf die HaCaT-Zellen gegeben. EDTA
chelatiert Mg?* und Ca®*, sodass die lonen den adhésionsvermittelten
Adhasionsmolekilen wie Integrinen nicht mehr zur Verfligung stehen und die
Zelladhasion an der Kulturplatte vermindert wird. Nach dem Entfernen wurde
Trypsin/EDTA (HaCaT: Trypsin 0,25%/ EDTA 0,1%; NHK: DetachKit) hinzugegeben
und im Brutschrank flir 5min inkubiert. Trypsin zerstért durch Spaltung der
Peptidbindung zwischen Lysin und Arginin die Zelladhasionsmolekile. Das Abldsen
der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert. Bei den primaren Keratinozyten wurde das
Ablésen der Zellen mit einem Trypsin-Inhibitor gestoppt. Anschlielend wurden die
Zellen in 10ml Medium aufgenommen.

Die Zellsuspension wurde 5min bei 1200Upm (22°C) zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und 10ml Medium hinzugefliigt und resuspendiert. 10ul wurden in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben und die Zellzahl gezahlt. Die vier gro3en Eckquadrate
der Kammer wurden ausgezahlt und ein Mittelwert gebildet. Die Berechnung der
Zellzahl pro Milliliter erfolgt nach folgender Gleichung: Zellen/ ml= Mittelwert x
Verdinnungsfaktor x 10°.

Folgende Zellzahlen wurden zur Aussaat fir Versuche in unterschiedlichen

Kulturgefallen ausgesat:

Tabelle 8: Zellzahl und Mediumvolumina zur Aussaat bei Versuchen

HaCaT NHK
6-Well-Multischale 5x 10° Zellen/ 1ml 4x 10° Zellen/ 1ml
12-Well-Multischale 2x 10° Zellen/ 1ml 2x 10° Zellen/ 1ml
12-Well-Multischale 0,6x 10° Zellen/ 1ml 2x 10° Zellen/ 1ml

(Differenzierungsversuch) 6,0x 10° Zellen/ 1ml

96-Well-Mikrotiterplatten 0,3; 0,5; 1,0x 10* Zellen/ | -
100ul
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Diese Ansatze wurden jeweils Uber Nacht im Brutschrank inkubiert und am nachsten

Tag fur den Versuch verwendet.

2.2.2 Nachweis von Proteinen mittels Western Blot

Herstellung der Proteinlysate

Die Zellen wurden mit DPBS gewaschen, 14ul RIPA pro cm? hinzugefiigt und 20min
auf Eis inkubiert. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen abgelést und in
MikroreaktionsgefalRe Uberfuhrt. Um die Zellreste zu entfernen, wurden die Zelllysate
fur 10min bei 13000Upm (4°C) zentrifugiert.

Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford nach Herstellerprotokoll bestimmt.
Dazu wurden 4ul mit 200ul Bradford-Losung versetzt und die Absorption bei 595nm
gemessen. Ein Mittelwert wurde aus der Doppelbestimmung ermittelt und ein Blank-
Wert subtrahiert. Die Bestimmung der absoluten Proteinkonzentration erfolgte durch
Vergleich mit einer BSA-Standardreihe (0 bis 1,5mg/ml). Die Proben wurden durch
Zugabe von 1x RIPA-Puffer auf die gleiche Proteinkonzentration normalisiert. Danach
wurde 4x SDS Sample Buffer hinzugefiigt, um schlieRlich auf eine 1x Konzentration zu

gelangen.

Proteinauftrennung mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Page ist ein Polyacrylamid-Gelelektrophorese System zur Proteinauftrennung
entsprechend des Molekulargewichts in einem elektrischen Feld.

Das anionische Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) im 4x SDS Sample Buffer dient
der Denaturierung. Sekundar- und Tertiarstrukturen der Proteine gehen verloren.
Zusatzlich Uberdeckt es die Eigenladung aller Proteine, sodass die Proteine eine
negative Ladung entsprechend ihres Molekulargewichts erhalten. Dadurch wird eine
Auftrennung nach ihrer GréRe moglich. Die Proben in SDS-Ladepuffer wurden fir 4min
bei 94°C aufgekocht, um die Sekundar- und Tertiarstrukturen der Proteine zu
zerstoren. Die normierten Proteinproben wurden in die Taschen des Gels geflillt. Zur
Bestimmung des Molekulargewichts wurde der Proteingrélienmarker PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder der Firma Thermo Fisher (8ul/ Tasche) verwendet.

Als Laufpuffer wurde 1x Laemmli Buffer benutzt. Die Gelelektrophorese im Mini-
Protean® Tetra System erfolgte flir 45min bei 200V bis die Lauffront am Ende des

Gels sichtbar war.
Western Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidendifluorid)

Ubertragen. Die Membran wurde kurz in Methanol aktiviert. Gel und Membran wurden
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luftblasenfrei aufeinander gelegt, um sie dann zwischen zwei Whatman-Gel-Blotting-
Papiere und zwei Blotting-Schwamme zu legen.
In die Blotting-Kammer mit Towbin-Transferpuffer kam zusatzlich ein mit Eis geflllter

Einsatz um einer Uberhitzung vorzubeugen. Der Transfer erfolgte bei 100V fiir 60min.

Waschen und Blocken der Membran

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran in 5% Milchpulver-Lésung (in 1x TBST)
fur 30min inkubiert, um die freien Bindungsstellen auf der Membran mit Proteinen, die
nicht von Antikdrpern erkannt werden zu blockieren.

Danach wurde die Membran in die Primarantikdrper-Losungen gegeben.

Detektion von Proteinen mittels Primér- und Sekundarantikdrpern

Die Primarantikdrper-Lésung wurde in 5% BSA in einem 50ml Falcon Tube angesetzt
(Tabelle 5), die Membran eingelegt und Uber Nacht bei 4°C auf einen Rolltisch
inkubiert. Am nachsten Tag folgte ein 3x 5-minltiges Waschen in 1x TBST.
AnschlieRend wurden die Membranen in ein zweites Falcon Tube mit dem
Sekundarantikérper flir 60min gelegt. Dieser Sekundarantikérper bindet aufgrund des
Spezienunterschiedes im Fc-Teil des Antikérpers an den Primarantikdrper. Der HRP-
(horseradish peroxidase) konjugierte-Sekundarantikérper erzeugt in Verbindung mit
spezifischen Chemilumineszenz-Substraten Licht, sodass sie Proteinbanden sichtbar
gemacht werden konnen. Dazu werden die Membranen mit der Entwicklerlosung
Clarity Western ECL Substrat versetzt. Pro Membran wurden hierzu 500ul Reagenz
Peroxide und 500l Reagenz Luminol verwendet. Nach der Inkubation fir 5min erfolgte
die Detektion lichtemittierender Banden mittels des Molecular Imager® Gel Doc™ XR+

System mit Image Lab™ Software.

Strippen” von PVDF-Membranen

Um einen Nachweis mit einem anderen Antikdrper zu ermdglichen, war ein ,Strippen®
der Membran nétig. Die Membran wurde in 1x TBST gewaschen und fir 5min in den
Stripping-Buffer gelegt. Nach erneutem Waschen erfolgte ein Blocken in 5%

Milchpulver. Daraufhin wurde die Membran erneut im Primarantikérper inkubiert.

Densitometrische Auswertung des Western Blots

Die densitometrische Auswertung der Blotting-Membranen erfolgte mittels Image Lab
Software 6.0.1. Die Intensitat der Banden der phosphorylierten Proteine wurde auf die

Intensitat einer Ladekontrolle normiert.
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2.2.3 Differenzierungsversuch von Keratinozyten in zweidimensionaler Kultur

Bei HaCaT-Zellen erfolgte die Einleitung der Differenzierung durch konfluentes
Wachstum. Dazu wurden 6x 10° Zellen/ 12 Well ausgeséat, um eine Differenzierung der
Zellen anzuregen. Als Kontrolle wurden 0,6x 10° Zellen ausgesat, um unter diesen

Bedingungen weiterhin zu proliferieren.

In primaren normalen humanen Keratinozyten (NHK) erfolgte die Induktion der
Differenzierung durch Zugabe von 2mM CaCl,. Dazu wurden 2x 10° Zellen/ 12 Well
ausgesat und nach 24h mit CaCl, (2mM) versetzt. Die Ernte erfolgte nach 72h oder
144h.

2.2.4 Analyse der Zellproliferation mittels WST

Fir die Proliferationsassays wurde der Farbstoff WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) verwendet, um die Anzahl der
viablen Zellen zu bestimmen. Bei lebensfahigen Zellen, welche eine intakte
Atmungskette besitzen, wird das Tetrazolinium-Salz durch die mitochondriale Succinat-
Tetrazolinium-Reduktase zum Tetrazolam-(Formazan)-Farbstoff gespalten. Unter
Verwendung eines Spektralphotometers wird die Absorption des Farbstoffes
gemessen und ausgewertet (450nm). Die Farbintensitat ist somit proportional zur
Anzahl lebender Zellen und wird durch Vergleich mit unbehandelten Zellen als

indirektes Mal} fur den proliferationsférdernden Effekt von Zytokinen verwendet [101].

Die einzelnen Schritte in Aufbau und Durchfiihrung verliefen nach Angaben des
Herstellers. 1x 10* Zellen pro 100ul Well in 96-Well-Mikrotiterplatten wurden in
Flnffachbestimmung ausgesat. Wells, die nur Medium enthielten, dienten als Blank-
Wert. Die Behandlung erfolgte gemal der Versuchsbeschreibung. Zur Messung der
Proliferation wurden 10ul WST hinzugegeben und nach 4h bei 37°C die Absorption bei
450nm mit einer Referenzwellenlange von 595nm gemessen. Die Messwerte der
Referenzwellenlange werden von den 450nm Werten subtrahiert. Anschliefend wurde

der Blankwert subtrahiert und die Werte auf die Kontrolle normalisiert.

2.2.5 Herstellung eines dreidimensionalen Epidermismodells

In den ThinCert Zellkultur-Membraneinsatz wurden 5x 10° Zellen in CnT-Prime
ausgesat und in 12-Well-Platten mit je 1ml Prime-Medium gegeben. Nach 24 Stunden
fand ein Mediumwechsel im Membraneinsatz statt. An Tag 4 wurde das Medium auf

3D-Barrier-Medium gewechselt. An Tag 5 wurde das Hautmodell in ,Deepwell“-Platten
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an die ,Air-Liquid-Interface” (ALI) angehoben, wodurch die Versorgung der
Keratinozyten nur noch von unten Uber die Matrix stattfindet und Differenzierung und
Stratifizierung induziert wird. Gleichzeitig wurde die Stimulation der Zellen mit den
entsprechenden Zytokinen durchgefuhrt.

An Tag 8, 10, 12 fand ein Mediumwechsel statt sowie eine erneute Zugabe der
Zytokine. An Tag 15 erfolgte die Ernte. Die Halfte der Membran wurde fir histologische
Querschnitte des dreidimensionalen Epidermismodells verwendet und in 4% Formalin
fixiert. Die restliche Membran wurde zur Herstellung von Proteinlysaten verwendet.
Hierbei wurden die Zellen mit 100ul RIPA von der Membran herunter pipettiert. Nach
20min Inkubation wurden die Proben fir 10min bei 13000Upm (4°C) zentrifugiert.

2.2.6 Histologie und immunhistologische Farbung
Zur Untersuchung des Effekts von IL-17E im dreidimensionalen Epidermismodell

wurden histologische und immunhistologische Farbungen durchgefihrt.

Probenvorbereitung

Die fixierten Membranen wurden in Einbettkassetten Uberfihrt und in einem
Entwasserungsautomaten ,ASP 200S“ entwassert. Dieser unterzieht die Proben der
folgenden Alkoholreihe (Formalin, Ethanol 70%, Ethanol 96% , Isopropanol, Ethanol
absolut, Xylol, Paraffin Wax). Im Anschluss wurden die Proben aus der Einbettkassette
entnommen und in einen Paraffinblock eingebettet, um aus diesem Paraffinschnitte

anzufertigen zu kénnen.

Paraffinschnitte

Der Paraffinblock wurde zum Durchklhlen auf eine -16°C vorgeklhlten Kuhliplatte
gelegt. Mittels eines Rotationsmikrotoms wurden 4um dicke Schnitte angefertigt. In
einem Wasserbad wurden die Proben bei 40°C zum Strecken Uberfuhrt und auf
Objekttrager gezogen. Als Nachstes wurden die Schnitte fir 15min bei 60°C

getrocknet, um bei Raumtemperatur gelagert werden zu kdnnen.

Entparaffinieren und Rehydrieren nach Farbung

Die  Paraffinschnitte  wurden als  Vorbereitung fir histologische und
immunohistologische Farbungen 3x je 6min in Xylol entparaffiniert und in absteigender
Alkoholreihe (100% Isopropanol, 100% Isopropanol, 96% Ethanol, VE H>0, je 90s)
rehydriert.
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Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung dient zur Ubersicht fir morphologische
Untersuchungen. Mit der Hamalaunlésung nach Mayer werden alle Strukturen, die
sauer bzw. basophil sind, wie Zellkerne dunkelblau gefarbt. Alle anderen
Gewebestrukturen, die basisch bzw. azidophil sind, wie Zytoplasmaproteine werden
rétlich gefarbt. Die Durchfiihrung der HE-Farbung erfolgte nach Herstellervorgaben der
Firma Leica Autostainer XL. Die entparaffinierten Schnitte wurden 10min mit
Hamatoxylin-Farbelésung gefarbt, 3min mit destilliertem Wasser gespllt, 2s in
HCL/Alkohol (1%) gehalten, 4min mit destilliertem Wasser gespult, 4min in Ethanol
getaucht (96%) und anschlieRend 30s in einer alkoholischen Eosinfarbel6sung
inkubiert. Die gefarbten Schnitte wurden in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert
(96% 30s, 96% 60s, 100% 90s, 100% 90s), 2min in Xylol inkubiert und anschlielend
mittels Entellan eingedeckelt.

Die epidermale Dicke wurde mittels ImagedJ an drei verschiedenen Stellen pro Schnitt

gemessen und der Mittelwert berechnet.

Immunhistologie

Mittels immunhistologischer Farbungen (IHC) wurden Differenzierungsmarker und
Signalmolekiile mit spezifischen Primarantikbrpern angefarbt.

Nach dem Trocknen wurden die Schnitte entparaffiniert. Zunachst wurden sie 3x 5min
in Xylol, 2x 3min in Isopropanol, 1x 3min in 96% Ethanol, 1x 3min in 70% Ethanol und
1x 5min in destilliertes Wasser gelegt. Im Anschluss daran wurden die Schnitte fur
20min in Citrat Puffer bzw. in EDTA bei 95°C hitzebehandelt, um die
Antikorperbindungsstellen zu demaskieren. Nach der Demaskierung wurden die
Schnitte nochmals 1x 5min in destilliertem Wasser und 1x 5min in TBS gewaschen.
Darauffolgend wurden die Schnitte mit den entsprechenden Primarantikdrpern bei 4°C
Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte 2x 5min in TBS
gewaschen und zur Behandlung mit Sekundarantikdrper 30min mit Histofine Simple
Stain AP inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang 1x 5min in TBS folgte eine bis
zu 20-mindtige Inkubation mit der Substratldsung (Permanent AP-Red-Kit). Danach
wurden die Schnitte flir 2min in destilliertes Wasser gelegt, fir 2min mit Hamatoxylin
nach Mayer gegengefarbt und fir 3min in Leitungswasser geblaut. Daraufhin folgte die
Inkubation in einer aufsteigende Alkoholreihe: 2min in 96% Ethanol, 2min in 96%
Ethanol, 2min in Isopropanol, 2min in Isopropanol, 2min in Xylol und 2min in Xylol.
Zum Schluss wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckt. Die Schnitte wurden mit
einem Lichtmikroskop (Olympus CKX41) in 10 und 20-facher VergréfRerung

mikroskopiert.
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2.2.7 Statistische Auswertung

Statistische Analysen wurden mittels zweiseitigem bzw. einseitigem ANOVA und
Fisher's LSD Test mittels der GraphPad Prism Software (Version 7, GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) durchgefuhrt. Dazu wurden die Werte der Kontrollproben
auf 1 normiert und alle weiteren Proben hiermit verglichen. Unterschiede wurden als

signifikant angesehen, wenn *p < 0,05 war.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit sollte sein, einen potentiellen autokrinen Effekt von IL-17E auf
Keratinozyten zu untersuchen und die dadurch aktivierten Signalkaskaden sowie die

durch IL-17E-vermittelten biologischen Effekte zu identifizieren.

3.1 Untersuchung IL-17E-induzierter Signaltransduktionskaskaden in

Keratinozyten

HaCaT- und NHK-Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen IL-17E behandelt
und die Aktivierung des PI3-K/Akt/mTOR- sowie des MAPK-Signalwegs untersucht
(Abb. 9). Als Positivkontrolle wurden Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-17A und IL-22
eingesetzt, die ebenfalls eine Rolle in der Psoriasis-Pathogenese spielen und die
genannten Signalwege aktivieren. Die Wirkung von IL-17E wurde sowohl alleine als
auch in Kombination mit anderen typischen inflammationsférdernden Zytokinen
untersucht, um Bedingungen zu schaffen, die der in vivo Situation naher kommen und
zu analysieren, ob es eventuell zu einer Wirkverstarkung kommt. In HaCaT-Zellen
induziert IL-17E eine deutliche Phosphorylierung von Akt, S6 und ERK1, wobei eine
dosisabhangige Steigerung beobachtetet werden konnte (Abb. 9a). Die Stimulation mit
TNF-a, IL-1B, IL-17A fuhrte in HaCaT-Zellen, wie bereits zuvor gezeigt werden konnte,
zu einer deutlichen dosisabhangigen Aktivierung von Akt [48]. Hingegen fuhren TNF-a
und IL-1B aber nicht IL-17A zu einer deutlichen Aktivitat von mTORC1/S6 sowie des
MAPK-Wegs. Die Kombination von IL-17E mit IL-22 hat keinen additiven Effekt auf die
Aktivitdt von Akt, S6 und ERK1. In primaren NHK-Zellen hingegen induziert IL-17E
(Abb. 9b) nur eine leichte Aktivierung von Akt, wahrend es zur einer deutlichen
dosisabhangigen Steigerung der Phosphorylierung von S6 und ERK1 kommt. TNF-a
und IL-1B induzieren eine schwache Aktivierung von Akt und ERK1. Ahnlich wie in
HaCaT-Zellen verhalten sich TNF-a, IL-1B und IL-17A in Bezug auf mTORC1 mit einer
starken Aktivierung von S6. Wie in den HaCaT-Zellen hat die Kombination von IL-17E
mit IL-22 in NHK-Zellen keinen additiven Effekt auf ERK und S6.

Die densitometrische Auswertung mehrerer gleich durchgefiihrter Versuche bestatigt in
HaCaT-Zellen die deutliche Induktion von mTORC1 durch IL-17E um das 13-fache
sowie eine leichte Aktivierung von Akt um das 1,7-fache und ERK um das 1,6-fache.
Im Vergleich zu IL-17A ist die Aktivierung durch IL-17E sichtbar héher (Abb. 9c¢). In den
NHK-Zellen ist eine insgesamt schwachere Aktivierung von Akt, mTOR und ERK durch
IL-17E zu erkennen. Auch der Effekt der Ubrigen Zytokine fallt schwacher aus (Abb.
9d).
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Abbildung 9: IL-17E induziert in Keratinozyten die Aktivierung des ribosomalen Proteins S6 tiber
den PI3-K/Akt- und den MAPK-Signalweg
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HaCaT- (a) bzw. NHK- (b) Zellen wurden nach Kultivierung in Mangelmedium mit den gezeigten Zytokinen
fur 30min behandelt (IL-17E 20-100ng/ml, TNF-a und IL-1B je 2-20ng/ml, IL-17A 20-100ng/ml, IL-22
20ng/ml, IL-17E 100ng/ml + IL-22 20ng/ml). Zelllysate wurden hergestellt, welche mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt, durch Western Blotting auf Membranen Ubertragen und die gezeigten
Proteine mit entsprechenden Antikdrpern visualisiert wurden. (c+d) Densitometrische Auswertung von n=
3-5 gleich durchgefiihrten Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM. Die statistische Signifikanz
wurde mit zweiseitigem ANOVA und Fisher's LSD Test berechnet (*p < 0.05, ** p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001).

Um die Signalwege exakt zu bestimmen, mittels derer IL-17E in der Lage ist eine
Aktivitat des ribosomalen Proteins S6 und ERK1 zu induzieren, wurden verschiedene
Inhibitoren spezifisch fir Komponenten der PI3-K/Akt/mTOR-Kaskade und des
MAPK/ERK1-Signalwegs eingesetzt. Dazu wurden HaCaT- und NHK-Zellen erneut mit
IL-17E stimuliert und zusatzlich mit den chemischen Inhibitoren LY294002,
Rapamycin, Torin und U0126 vorbehandelt. Als Positivkontrolle wurden erneut TNF-q,
IL-1B, IL-17A, IL-22 und ein Mix aus IL-22 und IL-17E verwendet.

Bei Behandlung der Zellen allein mit IL-17E ist, wie bereits gezeigt, sowohl in HaCaT-
und als auch bei NHK-Zellen, eine deutliche Aktivierung von Akt, ERK und S6 zu
beobachten (Abb. 10a und 10b).

In Gegenwart des PI3-K-Inhibitor LY294002 kann IL-17E keine Aktivierung von Akt
oder S6 mehr induzieren, was zeigt, dass die IL-17E-abhangige Aktivierung des PI3-
K/Akt/mTOR-Signalwegs Uber PI3-K vermittelt wird. Interessanterweise bewirkt
LY294002 teilweise auch eine Inhibition von ERK. Rapamycin blockiert ebenfalls die
IL-17E-abhangige Phosphorylierung von S6, was auf eine Beteiligung von mTORC1
hinweist. Torin hingegen inhibiert sowohl mMTORC1 als auch mTORC2, sodass keine
IL-17E-induzierte Aktivitdt von Akt und S6 gemessen werden konnte (Abb. 10a und
10b). Der MEK-Inhibitor U0126 induziert einerseits eine Erniedrigung der IL-17E-
induzierten ERK-Phosphorylierung, aber auch der S6-Phosphorylierung im Vergleich
zu der jeweiligen Kontrollprobe ohne U0126. Dies zeigt, dass die |IL-17E-abhangige
Aktivierung von mTOR neben dem PI3-K/Akt-Pathway auch Uber den MEK/ERK-
Signalweg vermittelt wird.

TNF-a und IL-1B fihren in HaCaT-Zellen erneut zu einer deutlichen Aktivierung von
Akt, ERK und S6 (Abb. 10a), wahrend IL-17A, IL-22 und der Mix aus IL-22 und IL-17E
eine etwas schwachere Aktivierung als zuvor induzieren (Abb. 9a). Im Gegensatz dazu
fuhrt in NHK-Zellen IL-17A zu einer starken Aktivierung von ERK und S6, wahrend
TNF-a nur ERK deutlich aktivieren kann. Auch IL-22 und der Mix aus IL-22 und IL-17E

verursachen eine deutlichere Aktivierung des Akt, ERK und S6-Signals.
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Die densitometrische Auswertung mehrerer gleich durchgefihrter Versuche bestatigt
erneut die klare Induktion von Akt, ERK und S6 durch IL-17E. Der Einsatz der
Inhibitoren bestatigt in HaCaT-Zellen die Abhangigkeit von den gehemmten
Signalmolekilen.

In NHK-Zellen ist ein dhnliches Muster zu erkennen. Anders als in den HaCaT-Zellen
fuhrt LY294002 jedoch auch zu einer Erniedrigung der IL-17E-induzierten ERK-
Phosphorylierung (Abb. 10c+d).
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Abbildung 10: IL-17E induziert in Kertinozyten die Aktivierung des ribosomalen Proteins S6 liber
den PI3-K/Akt- und den MAPK-Signalweg

(atb) HaCaT- (a) bzw. NHK- (b) Zellen wurden nach Kultivierung in Mangelmedium zunachst fir 30min
mit den Inhibitoren (LY: LY294002, 0,05uM; R: Rapamycin, 0,1uM; T: Torin, 0,25uM; U: U0126, 0,01uM;
D: DMSO Lo6sungsmittelkontrolle) behandelt und anschlieRend 30min mit den gezeigten Zytokinen
stimuliert (IL-17E 50ng/ml, IL-1B 20ng/ml, TNF-a 2ng/ml, IL-17E 100ng/ml + IL-22 20ng/ml, IL-22 20ng/ml,
IL-17a 50ng/ml, bei NHK IL-17E 50ng/ml + IL-22 20ng/ml, IL-17A 20ng/ml). Zelllysate wurden hergestellt,
welche mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, durch Western Blotting auf Membranen Ubertragen und die
gezeigten Proteine mit entsprechenden Antikdrpern visualisiert wurden. (ct+d) Densitometrische
Auswertung von n= 5-9 gleich durchgefiihrten Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM. Die
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statistische Signifikanz wurde mit zweiseitigem ANOVA und Fisher's LSD Test in Vergleich zu

unbehandelten Kontrollzellen berechnet (*p < 0.05).

3.2 Untersuchung der Wirkung von IL-17E auf die Proliferation von

Keratinozyten
Im Rahmen der Psoriasis-Pathogenese kommt es zur verstarkten Proliferation von
Keratinozyten, was Uber den PI3-K/Akt-Signalweg vermittelt wird. Aufgrund der
Induktion dieses Signalwegs durch IL-17E wurde untersucht, ob IL-17E Uber diesen
Signalweg einen proliferationsfordernden Effekt auf Keratinozyten hat.
Zunachst wurde der Effekt von IL-17E auf die Proliferationsrate der Keratinozyten
mittels WST1-Proliferationsassays bestimmt. Es ist eine signifikante Induktion der
Proliferation um ca. 20% durch IL-17E festzustellen, &hnliches ist mit IL-18 zu
beobachten, fir das zuvor ein proliferationsférdernder Effekt gezeigt werden konnte.
Interessanterweise kann die Proliferationssteigerung bereits durch 20ng/ml IL-17E
erreicht werden und auch héhere Dosen bewirken keine weitere Steigerung (Abb.
11a).
Auch wenn Dbereits bekannt ist, dass der PI3-K/Akt-Signalweg an der
Proliferationskontrolle in Keratinozyten beteiligt ist, sollte in einem Vorversuch die
Abhangigkeit von den hier untersuchten Signalwegen noch einmal dargestellt werden.
HaCaT-Zellen wurden dazu in Nahrmedium mit den Inhibitoren LY294002, Torin und
U0126 behandelt. Durch Inhibition von PI3-K mittels LY294002 kommt es zu einem
50%igen Rickgang der Proliferation im Vergleich Kontrollzellen. Auch die Hemmung
beider mTOR-Komplexe durch Torin induziert eine 40%ige Hemmung, wahrend bei
Inhibition des MAPK-Signalwegs durch U0126 die Proliferation lediglich um 15%
reduziert ist (Abb. 11b). Somit konnten auch in dieser Arbeit bestatigt werden, dass vor
allem der PI3-K/Akt/mTOR-Signalweg an der Proliferationskontrolle in Keratinozyten
beteiligt ist.
Darauf aufbauend wurde der proliferationsinduzierende Effekt von IL-17E in
Kombination mit den Inhibitoren untersucht (Abb. 11c). Auch hier flhrt die Behandlung
mit IL-17E zu einer Steigerung der Proliferation um ca. 20%. Wurde zuséatzlich
LY294002, hinzugegeben, zeigt sich ein signifikant inhibitorischer Effekt um ca. 55%
auf die IL-17E-abhangige Proliferation. Die Inhibition des MAPK-Signalwegs mittels
U0126 hemmt die IL-17E-induzierte Proliferation deutlich schwacher. Mit Torin
behandelte Zellen, zeigen lediglich einen Trend zum Rickgang der Proliferation um ca.
25%. Es wird dementsprechend bestatigt, dass auch die IL-17E-induzierte Proliferation
Uber den PI3K/Akt- und ERK-Pathway vermittelt wird.
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Abbildung 11: IL-17E induziert Proliferation mittels des PI3-K/Akt-Signalwegs

(a) 24h nach der Aussaat erfolgte das Aushungern der Zellen in Mangelmedium. Nach weiteren 24h
wurden die Zellen mit IL-17E (20-100ng/ml) bzw. IL-1B (100ng/ml) stimuliert. Nach weiteren 48h wurde die
Zellproliferation mittels WST-1-Assay ermittelt (n= 8). (b) 24h nach der Aussaat wurden die Zellen mit
Inhibitoren behandelt (L: LY294002, 0,05uM; T: Torin, 0,25uM; U: U0126, 0,01uM; D: DMSO) und nach
weiteren 48h die Zellproliferation mittels WST-1-Assay ermittelt (n= 12-18). (c) 24h nach der Aussaat
erfolgte das Aushungern der Zellen in Mangelmedium. Nach weiteren 24h wurden die Zellen mit IL-17E
(100ng/ml) stimuliert und mit den oben genannten Inhibitoren behandelt. Nach weiteren 48h wurde die
Zellproliferation mittels WST-1-Assay ermittelt (n= 11-13). Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM. Die

statistische Signifikanz wurde mit einseitigem ANOVA und Fisher's LSD Test im Verhaltnis zu
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unbehandelten Zellen (a+b) bzw. mit IL-17E-behandelten Zellen (c) berechnet (*p < 0.05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001).

3.3 Untersuchung der Wirkung von IL-17E auf die Differenzierung von

Keratinozyten in zweidimensionaler Kultur
Psoriatische Keratinozyten zeigen ein gestortes Differenzierungsverhalten. Daher
sollte untersucht werden, ob die aberrante Expression von IL-17E und die damit
verbundene  Aktivierung von  Keratinozyten einen  Einfluss auf deren
Differenzierungsverhalten hat. Der Effekt von IL-17E wurde dazu mit anderen
Zytokinen, die einen deutlichen Effekt auf die Keratinozytendifferenzierung im Rahmen
der Psoriasis-Pathogenese haben, verglichen.
Zur Induktion der Differenzierung wurden HaCaT-Zellen (Abb. 12a) nahezu konfluent
ausgesat (D). Durch postkonfluentes Wachstum kann dann Differenzierung induziert
werden. Zellen, die weniger konfluent ausgesat wurden und noch proliferieren (P)
zeigen nur eine schwache Expression von Involucrin (Inv) und Keratin-10 (K10). Fur
die Behandlung differenzierender Zellen (D) mit IL-17E wurde eine Konzentration von
50ng/ml gewahlt, welche einen deutlichen Effekt auf die untersuchten Signalwege
gezeigt und einen signifikanten Effekt auf die Proliferation hat.
IL-17E induziert in HaCaT-Zellen eine deutliche Expressionssteigerung von Keratin-10,
wahrend es einen geringeren Effekt auf die Expression von Involucrin hat. Stattdessen
unterdricken IL-17A, IL-22, IFN-y, IL.-4 und TNF-a die Expression der
Differenzierungsmarker. |IL-23 fiihrt ebenfalls zur verstarkten Expression von Keratin-
10 und gleichzeitig zur abgeschwachten Expression von Involucrin. Mit Kombinationen
aus IL-17E- und IL-17A- bzw. IL-17E- und IL-22-behandelte HaCaT-Zellen exprimieren
ebenfalls verstarkt Keratin-10 bei gleichbleibender Expression von Involucrin. Der Mix
aus IL-17E und IFN-y hingegen fihrt interessanterweise zur Unterdriickung der beiden
Differenzierungsmarker.
Der mTORC1-Signalweg wird bei Einleitung der Differenzierung wie beschrieben
abgeschaltet, sodass eine Phosphorylierung von S6 nur in profilierenden Zellen
detektiert werden kann. Auch in Gegenwart von TNF-a oder IL-17E, die eine starke
mTORC1-Aktivitat induzieren (siehe Abb. 9), kann unter differenzierenden
Bedingungen keine S6-Phoshprylierung mehr detektiert werden. Lediglich durch IFN-y
und den Mix aus IL-17E und IFN-y ist eine leichte Aktivierung des mTOR-Signalwegs
noch erkennbar.
Zum Vergleich wurde auch in NHK-Zellen (Abb. 12b) der Effekt von IL-17E auf die
Differenzierung untersucht. Dazu wurden NHK-Zellen fir 72h mit 2mM CaCl,

behandelt. Bei gleichzeitiger IL-17E-Behandlung kommt es ahnlich wie in HaCaT zu
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einer starken Expression von Keratin-10, jedoch zu einem geringeren Anstieg des
Involucrin-Signals. IL-23 fuhrt, dhnlich wie IL-17E, zur erhdhten Expression beider
Differenzierungsmarker. IL-17A, IL-22 und TNF-a fuhren zur starken Unterdriickung
der Keratin-10 Expression. Wahrend IL-17A und TNF-a zu einer leichten Verstarkung
des Involucrin-Signals fuhren, unterdrickt IL-22 das Signal. Auch der Mix aus IL-17E
und IL-17A und der Mix aus IL-17E und IL-22 zeigen eine, wenn auch nicht ganz so
starke, Unterdriickung der beiden Differenzierungsmarker. Die mTORC1-Aktivitat kann
in NHK-Zellen im Gegensatz zu den HaCaT-Zellen trotz zunehmender Differenzierung
durch einige Zytokine aufrechterhalten werden. Dies trifft vor allem auf IL-17E, den Mix
aus IL-17E und IL-17A sowie TNF-a und IL-23 zu.

Die densitometrische Auswertung mehrerer gleich durchgefiihrter Versuche bestatigt in
unbehandelten HaCaT- und NHK-Zellen eine deutliche Erhéhung der
Differenzierungsmarker unter Differenzierungsbedingungen. Es ist eine Tendenz zur
verstarkten Expression von Involucrin und K10 durch IL-17E sowie durch die
Kombination mit IL-17A zu erkennen (Abb. 12c). In NHK-Zellen ist eine signifikante
Expressionsteigerung von K10 durch IL-17E um das 6-fache zu erkennen sowie ein
Trend zur erhéhten Expression von Involucrin durch IL-17E. Auch IL-23 flihrt zu einer
erhdhten Signalstarke der Differenzierungsmarker (Abb. 12d).

In HaCaT-Zellen wird die Expression von Involucrin durch IL-23 um das 2-fache und
durch IL-17E um das 1,9-fache im Vergleich zu den unbehandelten Zellen gesteigert.
Im Gegensatz dazu fluhren die anderen Zytokine zu einer Unterdrickung der

Involucrin- und K10-Expression.
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Abbildung 12: IL-17E verstarkt die Expression von Keratin-10

In HaCaT-Zellen (a) wurde Differenzierung durch postkonfluentes Wachstum induziert. In NHK-Zellen (b)
wurde die Differenzierung durch Ca?* -Zugabe (2mM) induziert. Daraufhin wurde die Stimulation mit IL-17E
(50ng/ml) und den gezeigten Zytokinen (je 20ng/ml) durchgefiihrt. Nach 72h wurden Zelllysate hergestellt,
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, durch Western Blotting auf Membranen Ubertragen und die
gezeigten Proteine mit entsprechenden Antikérpern visualisiert. (c+d) Densitometrische Auswertung von
n= 9-11 (a); n= 4-6 (b) gleich durchgefiihrten Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM. Die
statistische Signifikanz wurde mit zweiseitigem ANOVA und Fisher's LSD Test berechnet (*p < 0.05).
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3.4 Untersuchung der Wirkung von IL-17E in einem dreidimensionalen

Epidermismodell
Um den Effekt auf die Differenzierung und epidermale Stratifizierung naher zu
untersuchen, wurde IL-17E im Vergleich zu anderen psoriatischen Zytokinen auch in
dreidimensionalen Epidermismodellen untersucht. Dazu wurden NHK-Zellen auf einer
Membran ausgesat, die Zellen nach dem Anwachsen an die ,Air-Liquid-Interface®
angehoben und mit Psoriasis-typischen Zytokinen behandelt. Nach 10 Tagen erhalt
man eine stratifizierte Epidermis, die fur histologische Analysen und zur Herstellung
von Proteinlysaten geerntet wird.
In der unbehandelte Kontrolle ist die typische Schichtung einer nativen Epidermis zu
erkennen (Abb. 13a). IL-22 induziert eine signifikante Akanthose, also eine Verdickung
vor allem des Stratum spinosums (Abb. 13c). IL-17E (Abb. 13f) fihrt jedoch weder
alleine noch in Kombination mit IL-17A zu einer Veranderung der epidermalen Dicke
(Abb. 13g). Insgesamt sind keine gravierenden morphologischen Unterschiede durch
IL-17E-Behandlung erkennbar. Im Vergleich dazu induziert TNF-a eine Verdickung des
Stratum granulosums (Abb. 13d). Die Kombination aus IL-17E und IL-22 fihrt zwar zu
einer leichten Verdickung der Epidermisschicht, jedoch nicht im gleichen MalRe wie IL-
22 alleine (Abb. 13h). IL-17A und IL-23 fuhren zu einer histologisch unauffalligen
Epidermis (Abb. 13b+e). Die Auswertung der epidermalen Dicke mehrerer gleich
durchgefuhrter Experimente bestatigt die signifikante Akanthose durch IL-22 (Abb. 13i),
wahrend die Ubrigen Zytokine keinen signifikanten Einfluss auf die epidermale Dicke
haben.
Zur naheren Analyse des Differenzierungsgrades wurden immunhistochemische
Farbungen der Hautmodelle fur verschiedene Differenzierungsmarker (Involucrin,
Filaggrin) sowie fur Signalmolekule des mTOR-Signalwegs durchgefuhrt (Abb. 13j).
Die unbehandelte Kontrolle weist eine Expression der Differenzierungsmarker ahnlich
zu nativer Haut auf. IL-17E-behandelte Proben zeigen wie in den unbehandelten
Praparaten keine Involucrin-Farbung in der Basalschicht, wahrend die Intensitat der
Farbung in den suprabasalen Schichten durch IL-17E zunimmt. Ahnliches ist mit IL-
17A sowie bei der Kombination von IL-17E und IL-17A zu beobachten. Im Gegensatz
dazu fallt die Intensitat der Involucrin-Farbung durch IL-22 und die Kombination von IL-
17E und IL-22 deutlich schwéacher aus. In Filaggrin-gefarbten Schnitten ist im Vergleich
zur Kontrolle, welche lediglich im Stratum granulosum eine Farbung aufzeigt, eine
deutlich starke Hochregulation durch IL-17E zu erkennen, welche bis in basale
Schichten reicht. Auch durch IL-17A ist das Ausmall der Farbung starker.

Interessanterweise sind die Schnitte durch Kombination von IL-17E und IL-17A
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schwacher gefarbt. Epidermismodelle, welche mit IL-22 behandelt wurden, zeigen nur
eine sehr schwache Filaggrin-Farbung. Interessanterweise ist in der unbehandelten
Kontrollprobe bereits eine starke mTORC1-Aktivitat, gezeigt durch P-S6-Farbung, zu
sehen. Lediglich die Basalschicht weist eine schwéachere Farbung auf. Zytokin-
behandelte Proben weisen im Gegensatz dazu eine weniger intensive oder ahnliche
Farbung bei gleicher Verteilung auf; die Aktivitdt kann durch Zytokine somit nicht
gesteigert werden. IL-22 und IL-17A scheinen sogar eine verminderte Aktivitat
hervorzurufen. Wahrend es also in 2D-Versuchen zu einer deutlichen Aktivierung von
S6 durch IL-17E kam, war im Hautmodell keine weitere Steigerung der Aktivitat zu
beobachten.

Auch mittels Western Blotting wurden die Differenzierungsmarker Involucrin und K10
sowie die mTORC1-Aktiviat (P-S6 S235/6) naher betrachtet (Abb. 13k). IL-17E, TNF-a
und IL-23  filhren zu einer deutlichen Uberexpression der beiden
Differenzierungsmarker Involucrin und Keratin-10. IL-17E verhalt sich also dhnlich wie
in den immunhistochemischen Farbungen, in denen eine starkere Farbung von
Involucrin zu beobachten ist. Im Gegensatz dazu fallt der Effekt von IL-17A und IL-22
alleine und in Kombination mit IL-17E schwacher aus (Abb. 13k), obwohl IL-17A in
Kombination mit I[L-17E in den immunhistochemische Farbungen zu einer
Hochregulation flhrt.

Im Western Blot zeigt sich erneut eine deutliche Induktion von S6 durch die Zytokine
und zumindest auch schwach durch IL17-E. Daher ist anzunehmen, dass die hier
angewandte immunhistochemische Farbung zu stark war, um die Anderungen der S6
Phosphorylierung zu detektieren.

Die densitometrische Auswertung mehrerer gleich durchgefihrter Versuche bestatigt,
dass IL-17E eine signifikante Induktion von Involucrin um das 8-fache und Keratin-10
um das 7-fache auch im dreidimensionalen Epidermismodell induziert, wahrend die
anderen Zytokine und die Kombination mit IL-17E keinen durchgehend signifikanten

Effekt auf die Expression der Differenzierungsmarker haben (Abb. 13 [+m).
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Abbildung 13: IL-17E fiihrt zu keiner Verdickung der Epidermisschicht, verstarkt aber die

Expression von Differenzierungsmarkern

(a-h): HE-Farbung von dreidimensionalen Epidermismodellen, die mit den gezeigten Zytokinen (IL-17A
20ng/ml, IL-22 20ng/ml, TNF-a 0,2ng/ml, IL-23 20ng/ml, IL-17E 50ng/ml, IL-17E 50ng/ml + IL-17A
20ng/ml, IL-17E 50ng/ml + IL-22 20ng/ml) behandelt wurden. Die gezeigten MaRstabsbalken entsprechen
50um. (i) Darstellung der epidermalen Dicke von n=7-11 gleich durchgefihrten Experimenten (Mittelwerte
+/- SEM). Die statistische Signifikanz wurde mit einseitigem ANOVA und Fisher’'s LSD Test im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle berechnet (***p < 0,001). (j) Immunohistologische Farbung mit den gezeigten
Antikorpern. Die gezeigten Malstabsbalken entsprechen 50um. (k) Western Blot von Proteinlysaten aus
Epidermismodellen. (I+m) Densitometrische Auswertung von n= 5-11 wie in (k) durchgefihrten
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM. Die statistische Signifikanz wurde mit zweiseitigem
ANOVA und Fisher’s LSD Test im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle berechnet (*p < 0.05, **p < 0,01).

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass IL-17E in vitro sowohl den Akt/mTOR-,
als auch den MAPK-Signalweg aktiviert. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass
IL-17E Uber diese intrazellularen Signaltransduktionswege Keratinozytenproliferation

fordert. In zwei- und dreidimensionalen Differenzierungsversuchen zeigte IL-17E einen
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unerwarteten Effekt auf die epidermale Stratifizierung. Im Gegensatz zu anderen
Psoriasis-typischen Zytokinen, welche die Expression von Differenzierungsproteinen
hemmen, fuhrt IL-17E zu einer verstarkten Expression von Differenzierungsmarkern

wie Involucrin, Keratin 10 und Filaggrin.
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4 Diskussion

4.1 Bewertung zellularer Modellsysteme zur Untersuchung der Wirkung

von Zytokinen
Um die Wirkung von IL-17E auf Keratinozyten zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Arbeit sowohl die spontan immortalisierte Keratinozytenzelllinie HaCaT
als auch primare, normale humane Keratinozyten (NHK) verwendet. In den gezeigten
Versuchen fielen die Ergebnisse tendenziell gleich aus, wiesen teilweise dennoch im
Detail Unterschiede auf.
Zumeist fiel der Effekt von IL-17E in NHK vor allem in der Intensitat der
Signalwegaktivierung von Akt schwéacher aus. Aulerdem war insgesamt eine groRere
Varianz in den Ergebnissen zu beobachten, was an der biologischen Varianz zwischen
den verwendeten Zellen liegt. Die Zellen werden von verschiedenen Spendern mit
individuellem genetischem und metabolischem Hintergrund isoliert. Des Weiteren
kénnen die Zellen von Spendern mit potentiell klinisch unauffalligen Entziindungen
stammen. All dies kann beispielsweise zu einem spezifischen individuellen
Zytokinrezeptorexpressionsspektrum beitragen, sodass mit Zellen verschiedener
Spender eine unterschiedliche Reaktion auf die Zytokinbehandlung zu erwarten ist.
In den Differenzierungsassays war der Effekt von IL-17E interessanterweise in NHK
deutlicher. Micallef et al. wiesen nach, dass HaCaT-Zellen auch unter
Differenzierungsbedingungen proliferative Eigenschaften behalten und gleichzeitig eine
Verzdgerung in der Expression der Differenzierungsmarker Involucrin und Keratin-10
zeigen [102]. Dies konnte erklaren, warum der Effekt auf die Differenzierung in HaCaT
abgeschwacht ist. HaCaT-Zellen kénnen nicht so stark differenzieren, weshalb ein
potentiell pro-differenzierendes Agens wie IL-17E seinen starken Effekt nicht voll
entfalten kann.
Der Vorteil der HaCaT-Zelllinie ist neben den guten Kultivierungseigenschaften, die
hohe Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Durch genetische
Veranderungen werden Zellen zu einer Zelllinie immortalisiert. Die Zelllinie weist also
im Gegensatz zu den primaren Keratinozyten, welche Spendervarianzen aufweisen,
keine individuellen Unterschiede auf und verfalscht in der Hinsicht dadurch keine
Ergebnisse. Colombo et al. belegten, dass das Arbeiten mit HaCaT-Zellen eine gut
verwendbare Methode fiir immunologische Studien ist [103]. Nachteil der HaCaT-
Zelllinie ist jedoch, dass durch die erwahnten genetischen Veradnderungen die
natlrlichen Eigenschaften und charakterisierenden Merkmale der humanen

Keratinozyten verloren gehen kénnen und sogar der gegenteilige Effekt eintreten kann.
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HaCaT-Zellen zeigen zudem nicht alle epidermalen Eigenschaften wie priméare
Keratinozyten. Demgegenuber stehen die Vorteile der NHK: Die beschriebene
genetische und biologische Varianz kann zwar die Interpretation von Ergebnissen
erschweren, spiegelt jedoch den Zustand, wie er in der Population zu finden ist,
deutlich besser wider. Nachteilig sind die begrenzte Lebensdauer sowie die schwierige
Probenbeschaffung und aufwendige Isolation. Somit muss stets abgewogen werden,

welches Modell fiir die experimentelle Fragestellung geeignet ist.

4.2 IL-17E - ein neuer Spieler in der Psoriasis-Pathogenese?

Die IL-17-Zytokinfamilie, bestehend aus IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E und IL-
17F, spielt eine besondere Rolle in Entziindungs- und Autoimmunerkrankungen wie
der Psoriasis. Diese Zytokine, welche von TH17-Zellen exprimiert werden und
vermehrt in psoriatischen Lasionen aufzufinden sind, weisen untereinander eine hohe
Homologie auf [104]. IL-17E hingegen hat die geringste Homologie zu den ubrigen
Familienmitgliedern. Es wird hauptsachlich von Epithelzellen produziert und wurde
bisher eher den TH2-Zytokinen zugeordnet. Obwohl es sich bei der Psoriasis eigentlich
um eine TH1-assoziierte Autoimmunerkrankung handelt [105], konnten Senra et al.
zeigen, dass Keratinozyten lasionaler psoriatischer Haut IL-17E exprimieren [68].
Wahrend bisher belegt ist, dass IL-17A, IL-17F und IL-17C inflammatorische
Auswirkungen auf eine Vielzahl von Zellen unter anderem auch auf Keratinozyten
haben [106], sind die Zielzellen von IL-17E noch nicht vollstandig bekannt. IL-17E
bindet an einen heterodimeren Rezeptor bestehend aus IL-17RA und IL-17RB.
Letztere Untereinheit wird von Makrophagen exprimiert, welche auf IL-17E reagieren
koénnen. Sie polarisieren nach IL-17E-Stimulation in Richtung des M2-Phanotyps und
produzieren inflammatorische Zytokine, die an der Rekrutierung von Neutrophilen
beteiligt sind [68]. Neben dieser Rolle in der Differenzierung von Makrophagen, ist
auch ein Einfluss von IL-17E auf Keratinozyten und somit in der epidermalen
Homoostase denkbar. Senra et al. vermuteten bereits eine direkte Wirkung auf das
Keratinozytenwachstum und Proliferation [96] und auch Xu et al. berichteten bereits
Uber eine autokrine Funktion von IL-17E auf Mauskeratinozyten [99]. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob IL-17E eine autokrine Wirkung auf
Keratinozyten hat und damit deren Proliferation, Differenzierung und Stratifizierung
beeinflusst und somit einen neuen Spieler in der Psoriasis-Pathogenese darstellen
konnte.

Keratinozyten exprimieren beide Untereinheiten des IL-17E Rezeptors (IL-17RA und

IL-17RB [98], welche fiir die Bindung von IL-17E nétig sind [97]. Da genauere Hinweise
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auf Signalwege, die durch diese Rezeptoren aktiviert werden fehlen, wurde zum einen
die Wirkung von IL-17E auf spezifische intrazellulare Signaltransduktionswege
betrachtet, zum anderen wurde die biologische Wirkung von IL-17E auf die
epidermalen Vorgange, welche im Rahmen der Psoriasis-Pathogenese gestort sind,

gepruft.

4.2.1 Psoriasis-typische Merkmale von IL-17E

TH1-, das heilt Zytokine wie IL-1(3, IL-17A und TNF-qa, die auch in der Psoriasis-
Pathogenese eine Rolle spielen, aktivieren die PI3-K/Akt-Kaskade, den
nachgeschalteten mTOR-Komplex sowie den MAPK-Signalweg und beeinflussen
damit verschiedene essentielle Zellfunktionen wie Zellproliferation, Wachstum und
Differenzierung. Im Besonderen férdern sie Proliferation und hemmen die geordnete
epidermale Differenzierung.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL-17E in HaCaT- und NHK-
Zellen eine erhohte Aktivitdt des Akt-Signalwegs induziert. Mehrere Arbeiten
demonstrierten eine erhohte PI3-K-Aktivitat und Akt-Phosphorylierung in lasionaler
psoriatischer Haut im Vergleich zur gesunder Haut [107]. Chamcheu et al.
beispielsweise zeigten im imiquimodinduzierten Mausmodell eine Hyperaktivierung des
P13-K/Akt/mTOR-Signalwegs [108]. Uberdies konnten Buerger et al. nachweisen, dass
PKB/Akt in der Psoriasis hyperphosphoryliert ist, was einen intrinsischen Umbau der
Epidermis zur Folge hat und zur phanotypischen Auspragung der Erkrankung fihrt
[48,58]. Neben PKB/Akt kam es durch IL-17E zur Hyperaktivierung des
nachgeschalteten mTOR-Komplexes. Buerger et al. wiesen in lasionaler psoriatischer
Haut auch aktiviertes mTOR und ribosomales Protein S6 nach [64]. Der mTOR-
Komplex kann neben dem PI3-K/Akt-Signalweg tber den proinflammatorischen MAPK-
Kinase-Signalweg aktiviert werden. Eine Hyperaktivierung der MAPK-Kaskade ist in
der Psoriasis sehr gut dokumentiert [109]. Johansen et al. konnten beispielsweise
zeigen, dass ERK1/2 in Iasionaler psoriatischer Haut im Vergleich zur nicht-lasionaler
Haut erhoht ist [110]. Die MAPK-Kaskade gemessen durch P-ERK T180/Y182 wurde
in vitro ebenfalls durch IL-17E induziert.

Da es sowohl unter chemischer Hemmung des PI3-K/Akt/mTOR-Signalwegs, als auch
durch Inhibition von MEK1/2 zu einer Verminderung der IL-17E-abhangigen
Phosphorylierung von Akt, S6 und ERK kam, ist davon auszugehen, dass die IL-17E-
induzierte Aktivierung durch den PI3-K/Akt/mTOR- und MAPK-Signalweg vermittelt
wird.

Interessanterweise fihrte IL-17E zu einer deutlich starkeren Aktivierung des
Akt/mTOR- und MAPK-Signalwegs als IL-17A und IL-22, sodass IL-17E sogar noch
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bedeutender in der Signalwegaktivierung zu sein scheint. Hingegen induzierte die
Kombination von IL-17E mit anderen Zytokinen wider Erwarten keinen additiven Effekt.
Grund dafir konnte sein, dass ein Zytokin allein bereits so einen starken Effekt
verursacht, dass in vitro schnell eine maximale Aktivierung erreicht wird.
Weiterfuhrende Forschungen unter in vivo Bedingungen konnten Aufschluss uber
diese Annahme geben. Zusammenfassend induziert IL-17E somit sowohl die PI3-
Kinase, sodass in der Folge Akt, mTOR und S6 aktiviert werden, als auch den MAPK-
Kinase-Signalweg, der wiederum auch den mTOR-Signalweg aktivieren kann. Somit
deuten die hier gezeigten Daten darauf hin, dass der PI3-K/Akt/mTOR- und MAPK
Signalweg in vitro durch IL-17E hyperaktiviert werden und auch in vivo an der
Aktivierung des Akt/mTOR- und MAPK-Signalwegs im Rahmen der psoriatischen
Entzindung beteiligt sein kdnnte.

Diese Signalwege spielen eine zentrale Rolle in der Vermittlung von proliferativen
Signalen und sind essentiell an der Psoriasis-Pathogenese beteiligt
[48,58,64,109,111]. Deshalb war das Ziel zu Uberprifen, inwiefern diese Effekte durch
IL-17E vermittelt werden. Unter den verschiedenen Funktionen der PI3-K/Akt/mTOR-
Signalkaskade stellt sich die Zellproliferation als eine der Wichtigsten dar
[65,107,112,113]. Pankow et al. wiesen in Mausen nach, dass PI3-K keratinozytare
Proliferation beglinstigt und Differenzierung negativ reguliert [114]. Auch mTORCH1 ist
essenziell fur die Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten [61]. Hier konnte
in vitro gezeigt werden, dass IL-17E Proliferation induziert, was Uber den PI3-
K/Akt/mTOR- sowie den ERK-Signalweg vermittelt wird.

Die Relation zwischen den genannten Signalwegen und Keratinozytenproliferation
konnten auch Zhang et al. bestatigen. Diese zeigten ebenfalls eine Hyperaktivierung
des PI3-K/Akt-Signalwegs in psoriatischen Lasionen und zudem scheint eine negative
Regulation des nachgeschalteten Forkhead-Box-O-Transkriptionsfaktors (FOXO) mit
Keratinoztenhyperproliferation einherzugehen [107,115]. Dies geschieht durch
Inaktivierung der Zellzyklusinhibitoren p27 und p21 sowie Foérderung der
Zellzyklusproteine c-Myc und Cyclin D1 [115-118]. Eine erhdéhte Akt und MAPK-
Kinaseaktivitat fihrt zu verminderter Apoptose und gleichzeitig zu erhdhter
Zellproliferation [119]. Li et al. zeigten ein &hnliches Verhalten durch die
proinflammatorischen  Zytokine IL-17A, IL-22 und TNF-a, welche durch
Hyperaktivierung des PI3-K- und Akt-Signalwegs proliferative Effekte unterstitzten
[120]. Auch Mitra et al. unterstrichen, dass eine IL-22 induzierte Proliferation von
normalen humanen Keratinozyten vom PI3-K/Akt/mTOR-Signalweg abhangig ist [112].
Somit unterstitzen die gezeigten Daten die Annahme, dass pro-inflammatorische

Zytokine und im Besonderen auch IL-17E in vitro eine aberrante Hyperproliferation

51



Uber den Akt/mTOR-Signalweg induzieren und damit potentiell zur Psoriasis-
Pathogenese beitragen. Die Aktivierung des Akt/mTOR-Signalwegs durch IL-17E

stadnde daher mit der Keratinozytenproliferation in Zusammenhang.

Verstarkte, basale  Keratinozytenproliferation  vergrofRert die  Zahl  der
Keratinozytenschichten, sodass es zu einer Akanthose kommt. Im Vergleich zu IL-22
ist der Effekt von IL-17E auf die epidermale Dicke jedoch schwacher, was vermuten
lasst, dass IL-17E-abhangige Proliferation alleine nicht zur Ausbildung einer
akanthotischen Epidermis ausreichend ist. Zirkulierendes IL-22 ist bei Psoriasis-
Patienten signifikant héher, wird von T-Zellen psoriatischer Haut vermehrt produziert,
tragt zur keratinozytaren epidermalen Hyperplasie der Psoriasis bei und induziert eine
Akanthose [107,121,122]. Mitra et al. verifizierten eine Induktion der Proliferation durch
IL-22 Uber den PI3-K/Akt/mTOR-Signalweg [112]. Somit scheint sich IL-17E trotz pro-
proliferativer Eigenschaften wie IL-22 eher wie andere Psoriasis-induzierende Zytokine
zu verhalten. So konnten Wolk et al. zeigen, dass im Gegensatz zu IL-22 auch IL-17A,
TNF-a und IL-23 nicht zu einer Akanthose in einem 3D-Epidermismodell beitragen
[123]. Somit scheint auch IL-17E seine pathologischen Effekte in der Epidermis mittels
anderer Mechanismen zu vermitteln. Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit -
vor allem in primaren Keratinozyten - deutlich, wie aberrante mTORC1 Aktivierung
durch inflammatorische Zytokine zur Veranderung des Gleichgewichts zwischen
Proliferation und Differenzierung beitragt. Unter normalen Bedingungen wird mTORC1
abgeschaltet, sobald Zellen das proliferative Kompartiment verlassen und
Differenzierung einleiten. In Gegenwart zu IL-17E blieb die Aktivitdt in
differenzierenden Zellen jedoch erhalten. Somit kann angenommen werden, dass IL-
17E pathologische Effekte in der Haut iUber mTORC1 vermittelt. mTOR &ndert durch
Stimulation mit IL-17E seinen Aktivierungszustand und tragt damit zu epidermaler

Hyperproliferation und veranderter Differenzierung bei.

Zusammenfassend deuten die gezeigten Daten darauf hin, dass IL-17E einige
Charakteristika aufweist, die flur eine Zuordnung zur Gruppe der Psoriasis-
induzierenden TH1-Zytokinen sprechen. Ahnlich wie Zytokine dieser Gruppe, z.B. IL-
1B, IL-17A und TNF-q, aktiviert IL-17E die PI3-K/Akt/mTOR- und MAPK-Kaskaden [48]
in Keratinozyten, induziert damit Hyperproliferation und kann damit potentiell zur

Psoriasis-Pathogenese beitragen.
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4.2.2 Distinktive Merkmale von IL-17E gegenuber anderen Psoriasis-typischen
Zytokinen

In der vorliegenden Arbeit konnte aber auch gezeigt werden, dass IL-17E Merkmale
aufweist, die im Vergleich zu den Ubrigen Psoriasis-Zytokinen eher untypisch sind.

Im Gegensatz zu den Vergleichszytokinen konnte nachgewiesen werden, dass IL-17E
sowohl in HaCaT- als auch in NHK-Zellen zu einer erhéhten Expression von
Differenzierungsmarkern wie Keratin-10 und Involucrin flhrte, wahrend die
Vergleichszytokine in vitro zu einer verringerten Expression der Marker fuhrten [48,60].
Somit scheint IL-17E den Prozess der terminalen Differenzierung eher zu begunstigen,
was im Gegensatz dazu steht, dass IL-17E im Kontext von atopischer Dermatitis die
Expression des spaten Differenzierungsmarkers Filaggrin hemmt [93,124]. Auch
Psoriasis-typische Zytokine induzieren eher den gegenteiligen Effekt auf die terminale
Differenzierung. Pfaff et al. zeigten, dass im organotypischen 3D-Hautmodell IL-17A
die Expression vieler Gene wie Filaggrin unterdriickte, was folglich zur Inhibition der
Differenzierung fuhrte [125]. Wolk et al. wiesen ein ahnliches Muster fur IL-22 nach,
welches durch herabgesetzte Expression von Filaggrin und Keratin-10 zur Hemmung
der Differenzierung fihrte [121,126]. Histologisch ist eine verminderte Differenzierung
zu erkennen, welche im gesunden Zustand die Auflésung des Zellnukleus und die
Bildung einer nichtloslichen Proteinverdichtung, einer mechanisch resistenten
Hornschicht, beinhaltet [123]. Die Untersuchung des IL-22-Effekts im
dreidimensionalen Hautmodell in dieser Arbeit zeigte ebenso eine reduzierte
Expression von Involucrin und Filaggrin, was auf eine verminderte terminale
Keratinozytendifferenzierung  hinweist.  Interessanterweise (berwog bei der
Kombination von IL-17E mit anderen Zytokinen aber der hemmende Effekt dieser
Zytokine.

Es lasst sich somit die Hypothese ableiten, dass in vivo die pathologische Wirkung der
Zytokine auf einer kombinierten Wirkung von IL-17A und IL-17E beruht. So kénnte IL-
17E vor allem fir die epidermale Hyperproliferation verantwortlich sein, wahrend IL-
17A fir eine abnormale epidermale Differenzierung bedeutsamer zu sein scheint.
Insgesamt kénnte IL-17E somit als Schlisselzytokin in die epidermale Homdbostase
eingreifen, indem es das Gleichgewicht zwischen Keratinozytenproliferation und
Differenzierung stért. Diese Annahme wird dadurch unterstitzt, dass IL-17E auch die
mit Hyperproliferation verbundenen Keratine K6, K16 und K17 induziert [98]. Der
mdgliche kausale Zusammenhang zwischen den beiden Isoformen IL-17A und IL-17E

bleibt jedoch unvollstandig verstanden.
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Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass verglichen mit anderen Psoriasis-
typischen Zytokinen und im Besonderen im Vergleich zu anderen Mitgliedern der IL-
17-Familie, IL-17E einige Ahnlichkeiten, aber auch wesentliche Unterschiede aufzeigt
(Abb. 14). Pro-inflammatorische Zytokine und auch IL-17E aktivieren in Keratinozyten
den PI3-K/Akt/mTOR- und MAPK-Signalweg [48] und induzieren damit Proliferation.
Bezogen auf die Keratinozytendifferenzierung zeigt IL-17E jedoch distinktive
Merkmale: Wahrend Psoriasis-typische Zytokine wie IL-17A, IL-13 und TNF-a durch
chronische Akt/mTOR-Aktivierung Proliferation induzieren und Differenzierung
hemmen, fuhrt IL-17E hingegen zu einer Hochregulation von Differenzierungsmarkern
und kann damit terminale Differenzierung eher fordern. Daher werden gegenwartig
andere Mechanismen untersucht mittels derer IL-17E seine pathologische Wirkung
potentiell entfaltet. So konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Boehncke und Dr. Brembilla
mittels Time-lapse Analysen zeigen, dass IL-17E die Zellmotilitat durch Reorganisation
des Aktin-Zytoskeletts signifikant beeinflusst [98].

Im Zusammenspiel mit dem restlichen Zytokinmilieu scheint IL-17E somit zusatzlich zur
bisher bekannten Funktion auf Immunzellen auch direkt auf Keratinozyten zu wirken
und uber verschiedene Pathomechanismen zur Psoriasis-Entstehung beizutragen
(Abb. 14).

Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen insbesondere im Hinblick auf mdégliche
Wechselwirkungen zwischen IL-17E und anderen Komponenten des jeweiligen
krankheitsspezifischen Zytokin-Milieus, um die genaue Wirkung von aberranter IL-17E-
Expression in der Epidermis zu verstehen. Im Besonderen muissen hier die
unterschiedlichen Effekte in den verschiedenen Dermatosen wie Psoriasis, atopischer
Dermatitis und Kontaktdermatitis, bei denen eine Uberexpression von IL-17E gezeigt

werden konnte, untersucht werden.
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Abbildung 14: Auswirkungen von IL-17E und anderen Psoriasis-typischen Zytokinen auf die

epidermale Homoostase (mit Genehmigung des Autors modifiziert nach [37])

Pro-inflammatorische Zytokine (TNF-a IL-1B, IL-17A, IL-22) férdern durch aberrante Aktivierung des
Akt/mTOR Signalwegs Keratinozytenproliferation, wahrend Differenzierung durch Herunterregulation von
Involucrin  (Inv) und Keratin 10 (K10) gehemmt wird. IL-17E hingegen induziert einerseits
Makrophagendifferenzierung, wodurch andere Immunzellen rekrutiert werden. Andererseits induziert es
Uber den Akt/mTOR Signalweg die Proliferation von Keratinozyten und die Hochregulation von Involucrin
(Inv) und Keratin-10. In der Summe koénnen diese Effekte zu den phanotypischen Hautveranderungen der
Psoriasis beitragen.

4.3 IL-17E als neues Target fur die Psoriasis-Therapie?

Far die Therapie der Psoriasis stehen unterschiedliche Behandlungsmethoden mit
diversen Wirkansatzen zur Verfigung. Die Wahl der Behandlung ist von verschiedenen
Faktoren wie dem Ausmal} der Erkrankung, dem Alter, dem individuellen Einfluss der
Erkrankung auf das Leben des Patienten sowie dem Vorhandensein mdglicher
Komorbiditaten abhangig. Zusatzliche Erkrankungen, welche auch medikamentos
behandelt werden, kénnen Einfluss auf die Therapiemoglichkeiten haben. Abhangig
vom Auspragungsgrad wird entweder eine topische, eine systemische Therapie oder
eine Kombination aus beiden herangezogen. Zur erfolgreichen Behandlung schwerer
Psoriasis kdnnen zielgerichtete, gentechnisch hergestellte Biologika als therapeutische
Option herangezogen werden. Diese Antikorper richten sich direkt gegen
Schlusselzytokine wie TNF-a und Mitglieder der IL-17-Familie.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL-17E in Keratinozyten zu einer
Hyperaktivierung des PI3-K/PKB/Akt/mTOR-Signalwegs fuhrt und durch gesteigerte

Proliferation und aberrante Differenzierung potentiell zum psoriatischen Phanotyp
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beitragen kann. IL-17E konnte somit einen weiteren interessanten therapeutischen
Ansatzpunkt darstellen. Die gezeigten Ergebnisse zeigen in vitro sogar einen starkeren
Effekt von IL-17E auf die Differenzierung als IL-17A. IL-17A stellt bereits einen
Angriffspunkt fur verschiedene Biologika dar, welche entweder auf das Zytokin IL-17A
wie beispielsweise Secukinumab und Ixekizumab [127,128] oder auf den Rezeptor IL-
17RA wie Brodalumab [129] abzielen. Es zeigte sich eine hdhere Wirksamkeit durch
die Blockade des Rezeptors [76]. Grund hierflr kénnte die gleichzeitige Inhibition von
IL-17F, IL-17C und IL-17E sein, welche ebenfalls an IL-17RA binden. Der gute Effekt
lasst sich moglicherweise auch durch eine Wirkung auf IL-17E erklaren, denn IL-17E
bindet an IL-17RA und IL-17RB [92]. Die breite Wirkung von Brodalumab hat aber
auch potentiell negative Effekte. IL-17F und IL-17C kdnnen vor entziindlichen
Darmerkrankungen schitzen, sodass eine Blockade derer das Risiko einer
Nebenwirkung erhéht [78].

Folglich ware es interessant lediglich IL-17E mittels AntikOrpern zu neutralisieren [76].
Die gezielte Blockade von IL-17E konnte als neuer nebenwirkungsarmer
Therapieansatz das aufere Erscheinungsbild der Haut positiv beeinflussen. Eine
andere Mdglichkeit ware es mehrere Schlusselzytokine, namlich IL-17E, IL-17A und IL-
17F gleichzeitig zu inhibieren. Bimekizumab, ein bispezifischer Antikdrper gegen IL-
17A und IL-17F, zeigte bereits vielversprechende Erfolge [76]. Die zusatzliche
Hemmung von IL-17E konnte sich somit als noch uberlegener darstellen, die
phanotypischen Auspragungen verbessern, Komorbiditdten reduzieren und die
Lebensqualitat der Patienten steigern.

Die Therapie mittels Neutralisierung von Zytokinen wirkt eher am Anfang der Kaskade,
was sich als wirksam erweist, aber auch mehr Nebenwirkungen mit sich bringt. Daher
ist auch die Entwicklung neuer topischer TherapiemalRnahmen mit einer spezifischen
Wirkung auf Mechanismen in Keratinozyten winschenswert, was potentiell auch mit
weniger Nebenwirkungen verbunden ist. Daher und auf Grund der epidermalen
Uberexpression ware auch die topische Applikation eines Inhibitors der IL-17E-
Wirkung potentiell erfolgsversprechend.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen erneut, welche gravierenden Effekte ein
verandertes Zytokinmuster auf epidermale Signalwege hat und damit zur Dysfunktion
beitragt. Die aktivierten Signalwege wie der PI3-K/PKB/Akt/mTOR-Signalweg kdnnen
also ebenfalls einen medikamentésen Angriffspunkt in der Psoriasis-Behandlung
darstellen [107]. Einige altere Studien beschéaftigten sich bereits mit der Hemmung von
mTOR. Das Immunsuppressivum Sirolimus [107,130] und dessen Derivat Everolimus
[131] beispielsweise wirken durch Komplexbildung mit mTOR antiproliferativ und

antiinflammatorisch [107]. Topische Applikation von Sirolimus verminderte zwar den
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klinischen Score, zeigte aber keine Verbesserung der Plaquedicke und erythematdsen
Veranderungen [132]. Weiterhin konnten Datta-Mitra et al. nachweisen, dass 1a,25-
dihydroxyvitamin D3-3-bromoacetate (BE), ein Vitamin-D Abkémmling, durch die
Hemmung von PKB/Akt und nachgeschaltet durch mTOR einen antimitotischen,
antiproliferativen und proapoptischen Effekt auf normale humane Keratinozyten (NHK)
ausubt [65]. Auch Buerger et al. konnten zeigen, dass eine topische Behandlung mit
Rapamycin das Ausmaf der imiquimodinduzierten Psoriasis im Mausmodell lindert
[63]. Diese Daten gaben weitere Hinweise darauf, dass der Akt/mTOR-Signalweg von
zentraler Bedeutung ist. Daher kdnnte es erfolgsversprechend sein, Rapamycin und
dessen Derivate weiterhin im Therapieverfahren zu untersuchen oder nach neuen
Inhibitoren zu forschen. Die hier gezeigten Daten liefern somit weiteren Anhalt, dass
die Entwicklung spezifischer Inhibitoren beispielsweise fur den auch durch IL-17E-
aktivierten Akt/mTOR-Signalweg erstrebenswert ist und somit weitere topische

Behandlungsoptionen ein zu erforschender Ansatz sind.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit in vitro gezeigt werden, dass IL-17E einen
autokrinen Effekt auf Keratinozyten ausibt, indem es Proliferation férdert sowie
aberrante Expression von Differenzierungsproteinen verursacht. Diese Wirkungen von
IL-17E deuten auf eine potentielle Rolle des Zytokins in der epidermalen Physiologie
und im Rahmen der Psoriasispathogenese hin, welche vor allem im Hinblick auf

therapeutische Interventionsmdglichkeiten genauer untersucht werden sollte.
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5 Zusammenfassung

Psoriasis ist eine chronisch-entzindliche Hauterkrankung, welche phanotypisch durch
scharf abgegrenzte, erythemato-squamdse Plaques gekennzeichnet ist. Nicht nur die
charakteristischen Hautveranderungen, sondern auch verschiedene assoziierte
Komorbiditadten tragen zur einer massiven Beeintrachtigung der Lebensqualitat der
Psoriasis-Erkrankten bei. Pathophysiologisch ist die Psoriasis durch ein
Nebeneinander von epidermaler Hyperproliferation mit gestorter
Keratinozytendifferenzierung, Extravasation von Lymphozyten und Angio(neo)genese
charakterisiert. Grund hierfur ist unter anderem die aberrante Expression von
Zytokinen der IL-17-Familie wie IL-A und IL-17F. Biologika, welche diese Zytokine oder
deren Rezeptoren targetieren, zeigen sehr gute therapeutische Erfolge.

IL-17E, auch bekannt als IL-25, wurde bisher den TH2-Zytokinen zugeordnet, welche
bei TH2-vermittelten Erkrankungen wie Allergien oder der Atopischen Dermatitis (AD)
eine Rolle spielen. Neuere Studien zeigen jedoch, dass auch IL-17E in psoriatischen
Lasionen uberexprimiert wird und dort Effekte auf Makrophagen ausibt. Aber auch
Keratinozyten kommen als Zielzellen von IL-17E in Frage, da diese ebenfalls die
entsprechenden IL-17E Rezeptoruntereinheiten IL-17RA und IL-17RB exprimieren.

Ziel dieser Arbeit war es daher die Wirkung dieses Zytokins auf Keratinozyten zu
untersuchen und damit dessen potentiellen Beitrag zur Pathogenese aufzuklaren. Es
konnte gezeigt werden, dass IL-17E via des PI3-K/Akt/mTOR- und MAPK-Signalwegs
auf zellularer Ebene einen autokrinen Effekt auf Keratinozyten hat. Dadurch induziert
IL-17E Proliferation sowie erhohte Expression von Differenzierungsproteinen wie
Keratin-10 und Involucrin. Diese epidermalen Veranderungen konnen somit potentiell
zu einer epidermalen Dysfunktion fihren und damit zum psoriatischen Phanotyp
beitragen. Zusammenfassend deuten die hier gewonnenen Daten darauf hin, dass IL-
17E eine Rolle in der Psoriasis-Pathogenese spielt und damit potentiell einen neuen

Angriffspunkt fir die Entwicklung anti-psoriatischer Therapien darstellen kann.
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6 Summary

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease, which is characterized by sharply
demarcated erythemato-squamous plaques. Not only the typical skin alterations, but
also different associated co-morbidities contribute to a massive impairment of the
quality of life of psoriasis patients. Pathophysiologically, psoriasis is characterized by
epidermal hyperproliferation and aberrant differentiation of keratinocytes, as well as
lymphocyte extravasation and angiogenesis. These processes are regulated through
aberrant expression of proinflammatory Th1 cytokines, especially cytokine of the IL-17
family such as IL-A and IL-17F. So far, the novel family member 17E, also known as
IL-25, has been attributed to the Th2 cytokines family, whose members play a role in
Th2-mediated diseases such as allergies or atopic dermatitis (AD). However, recent
studies show that IL-17E is also overexpressed in psoriatic lesions and exerts effects
on macrophages. However, keratinocytes seem to be target cells of IL-17E as well,
since they also express the corresponding IL-17E receptor subunits IL-17RA and IL-
17RB.

Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of IL-17E on
keratinocytes and to elucidate its potential contribution to the pathogenesis of
psoriasis. It could be shown that IL-17E has an autokrine effect on keratinocytes via
the PI3-K/Akt/mTOR und MAPK signaling pathways and induces proliferation as well
as aberrant expression of differentiation marker such as keratin-10 and involucrin,
which results in an aberrant maturation of keratinocytes. These epidermal changes can
potentially lead to epidermal dysfunction and thus contribute to the psoriatic phenotype.
In summary, the data obtained here show that IL-17E might play a role in the
pathogenesis of psoriasis and that IL-17E can potentially present a novel target for the

development of anti-psoriatic therapies.
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9 Anhang

9.1 Nutzungsgenehmigung von Abbildungen aus Fremdquellen

Nutzungsgenehmigungen der Autoren von Abbildungen aus Fremdquellen wurden

eingeholt.
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