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1. Einleitung

1.1 Fas-Protein (CD- 95)

1.1.1 Fasund sein Signalweg

Fas ist ein 45kDa-schweres Protein und gehort zur Familie der TNF-Rezeptoren, die sich
durch extrazelluldre, Cystein-reiche Domédnen und intrazelluldre, Signal-vermittelnde
Todesdominen (engl. death domains) auszeichnen. Zu dieser Gruppe gehoéren auch:
TNFR 1/DR 1, DR 3/Apo-3, TRAILR 1/DR 4/Apo-2, TRAILR 2/DR 5 und DR 6 [45,
16].

Fas wird auch CD-95 oder Apo-1, seltener DR 2 genannt. Es wird auf der Zelloberfldche
als pra-assoziiertes Homotrimer exprimiert. Der natiirlich vorkommende Fas-Ligand
(FasL) tritt in zwei Formen auf: auf der Zelloberfliche und als freies Molekiil. Die
Verbindung des Rezeptors mit seinem Liganden (FasL) oder einem aktivierenden
Antikorper fithrt zu Trimerisierung des Rezeptors und Bildung eines Protein-Aggregats,
das DISC (engl. death-inducing signalling complex) genannt wird.

Der Aufbau des DISC beginnt durch Interaktionen der Todesdomidnen (engl. death
domains) von aktivem Fas mit den intrazelluldren Proteinen FADD (engl. Fas-associated
death domain containing protein) und MORT 1 (engl. mediator of receptor-induced
cytotoxicity 1). Als Folge kommt es zur Bindung der sog. Todes-Effektordoménen (engl.
death effector domains) von FADD an die Procaspasen: 8 und 10. An der Bildung des
DISC nimmt auch das Regulator-Protein c-FLIP (engl. cellular FLICE-like inhibitory
protein) teil, das in bestimmten Fillen Apoptose blockieren kann. Mit der folgenden
Umwandlung der Procaspase-8 in Caspase-8 und Procaspase-10 in Caspase-10 beginnt
eine Kaskade der Interaktionen multipler Proteine. In der Folge wird Caspase-3 aktiviert
und fiihrt zur Apoptose der Zelle [87], (Abb.1.1).

Trotz seines Namens ist FADD fiir die Fas-induzierte Apoptose nicht spezifisch, sondern
kann auch durch einen anderen proapoptotisch wirksamen Rezeptor, TNFR, engagiert
werden und fiihrt dann zur Apoptose nach dem gleichen Signalmuster. Die dominant-
negative Version von FADD blockiert sowohl Fas-, als auch TNFR-vermittelte Apoptose
[126, 20].
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Abb. 1.1 Signalweg von Fas; a — Hauptmolekiile: CD95 (Fas), CD95L (Fas-Ligand),
pro-CASP-8 (Procaspase-8), pro-CASP-10 (Procaspase-10), c-FLIP, und c-FLIPs (FLIP-
Homologe); b — Bildung von DISC, Aktivierung der Caspasen-8 und -10.

[nach Peter M.E., Krammer P.H.: The CD95 (APO-1/Fas) DISC and beyond, Cell Death
Differ. 10, 26-35 (2003), modifiziert]

Das Protein FLAME-1 (engl. FADD-like anti-apoptotic molecule 1) enthdlt das FDH-
Fragment (engl. FAD-DED homology), das Homologien zur Todes-Effektordoméne
aufweist. Es interagiert sowohl mit Caspasen-8 und -10, als auch FADD und blockiert die
FAS- und TNFR1-vermittelte Apoptose [109].
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1.1.2 Die Rolle von Fas im Organismus

Fas st reichlich in verschiedenen Geweben und Organen vorhanden, wo es
unterschiedliche biologische Rollen spielt. Die Anwesenheit von Fas wurde vorwiegend in
Thymus, Leber, Lunge, Herz, Darm und Haut nachgewiesen, wihrend Fas-Ligand
hauptsdchlich von T-Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert wird, aber auch in
immunprivilegierten Stellen wie Hoden oder Gebarmutter [32, 75, 117, 37].

Fas spielt eine wichtige Rolle wéhrend der Embryogenese, z.B. in den sich entwickelnden
Extremititen, im Atmungssystem, Nervensystem und im Thymus. Es ist erwiesen, dass
dieses Protein auch an der Regulation des Zellumsatzes in sich regenerierenden Geweben
wie z.B. Darm- oder Bronchienepithel beteiligt ist.

Fas ist besonders wichtig bei der Elimination von selbstreaktiven und unndétigen
aktivierten Lymphozyten und UV-induzierter Immunsupression, als auch bei der
Aufrechterhaltung des Immunprivilegs in Auge, Gehirn, Hoden und Gebarmutter [24, 46,
104]. Das Immunprivileg in diesen Organen besteht in einer hohen Expression von FasL,
was eine rasche Elimination von eindringenden Fas-positiven Entziindungszellen
ermoglicht. Auge und Gehirn werden dadurch vor Ausbreitung einer Entziindung
geschiitzt. Im Hoden und Gebédrmutter spielt das Phidnomen eine grofe Rolle bei der
Erhaltung genetisch unterschiedlicher Zellen wie Spermien oder Zellen eines Embryos,
die eine Immunantwort im Wirtorganismus verursachen konnen [24, 13, 36, 78, 28].
FasL-vermittelte Apoptose gehort neben dem Perforin/ Granzym-Weg, zu den zwei
Hauptwegen der Zytotoxizitdt, die durch CDS8-positive T-Lymphozyten und NK-Zellen
vermittelt wird [51, 117, 116].

Menschen, die Mutationen des Fas-Gens tragen, sind an chronischer pseudomaligner
Immunproliferation  (Canale-Smith-Syndrom, engl.  ALPS -  autoimmune
lymphoproliferative syndrome) erkrankt - eine Erkrankung, die mit chronischer
Lymphadenopathie, Splenomegalie und Autoimmunphénomenen einhergeht [75, 24, 76,
30, 96]. Die Ipr-Méause (engl. lpr - lymphoproliferation), bei welchen eine natiirliche
funktionell inaktivierende Fas-Mutation vorhanden ist, leiden unter einer schweren
lymphoproliferativen Krankheit mit Akkumulation von abnormalen T-Lymphozyten,
Hypergammaglobulindmie und auch Splenomegalie [75]. Die Erkrankung ist auch in
einzelnen Aspekten dem Lupus erythromatosus (LE) bei Menschen dhnlich [33, 75, 79,
122]. Nach Furukawa wurden folgende Symptome des LE festgestellt: Autoimmunitit,

sog. Lupus-Nephritis und typische Hautveranderungen mit Immunglobulin-Ablagerungen
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in der dermo-epidermalen Junktionszone [33]. Der Mechanismus oben genannter
Storungen besteht in der fehlenden Elimination von selbstreaktiven Lymphozyten [124].
Eine dhnliche Storung entsteht auch bei den natiirlichen FasL-Mutanten - gld-Mé&usen
(engl. gld - generalized lymphoproliferative disease) und bei den durch genetische
Modifikation entstandenen Fas-Null-Mausen [75].

Obwohl der Verlust der Fas-Funktionen zur Lymphozytose fiihrt, verursacht die Blockade
des Fas-Signalwegs durch das CD95-Fc-Fusionsmolekiil eine  verminderte
Proliferationsrate von stimulierten T-Zellen. AuBerdem zeigen T-Zellen in FADD-
defizienten Méausen einen Defekt in der Proliferation [87, 4, 77, 129]. Das heif3t, dass Fas
wahrscheinlich auch eine Rolle bei der Regulierung der Proliferation - und nicht nur der
Apoptose von T-Zellen spielt.

Fas/Fas-Ligand-Interaktionen scheinen bei vielen pathologischen Prozessen bedeutsam zu
sein z.B. bei Helicobacter pylori-induzierter Gastritis, AIDS, Virus-induzierter Hepatitis,
Thyreoiditis vom Hashimoto-Typ und verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen
[91, 24].

1.1.3 Die Rolle von Fas in der Epidermis

Die natiirliche Rolle von Fas in der Epidermis ist bis jetzt unklar. Menschen und Mause
mit Fas-Mutation zeigen keine Storungen in der Hautentwicklung und epidermaler
Differenzierung, was darauf hinweist, dass Fas fiir die Entwicklung und Homdoostase der
Haut nicht gebraucht wird [32, 126].

Die gesunde Epidermis zeigt eine sehr schwach ausgeprigte gleichzeitige Fas- und FasL-
Expression. Trotz dieser Koexpression von dem Rezeptor und seinem Liganden findet in
der gesunden Haut kaum Apoptose statt. Kultivierte Keratinozyten exprimieren sowohl
Fas-Protein, als auch Fas- Ligand [45, 101, 102, 83, 124, 84, 126, 29, 65, 119]. Trotzdem
sind normale Keratinozyten gegen Fas-induzierte Apoptose relativ. unempfindlich,
wahrscheinlich weil die Basisexpression von Fas zu niedrig ist [118, 71, 124, 9, 126].
IFN-y erhoht die Fas-Expression in Keratinozyten und ermdglicht vermutlich dadurch
Fas-vermittelte Apoptose [118, 102, 71, 112].

Einige Studien {iber die Funktion von Fas in epidermalen Keratinozyten kommen zu der
Auffassung, dass Fas fiir die Beseitigung von durch UV-Licht geschéadigten Keratinozyten
verantwortlich ist [45, 101, 126].
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Fas-vermittelte Apoptose von Keratinozyten scheint auch eine Rolle in der Entwicklung
von Hautkrankheiten zu spielen. Eine verstirkte Expression von Fas in Keratinozyten
wurde bei den Erkrankungen: Erythema multiforme, Herpes zoster, Lupus
erythromatosus, Lichen planus, Pemphigus vulgaris, Bulléses Pemphigoid, T-Zell-
Leukdmie/Lymphom, atopische Dermatitis und Kontaktdermatitis beobachtet [118, 71,
102, 124]. In diesen Fillen wird Keratinozyten-Apoptose mit hoher Wahrscheinlichkeit
durch zytotoxische T-Lymphozyten hervorgerufen [29, 71, 116, 124, 9, 126].

Fas-Ligand und TNF-a spiclen moglicherweise dadurch eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der toxischen epidermalen Nekrolyse (TEN) und der GVHD-Krankheit
(engl. graft-versus-host disease), dass sie Keratinozyten-Apoptose hervorrufen. Eine
Immuntherapie, die spezifisch FasL und TNF-a blockiert wird hierfiir als therapeutischer
Ansatz diskutiert [106, 91, 116, 124].

FasL in Keratinozyten wurde mit der Apoptose von T-Lymphozyten bei UV-induzierter
Immunsupression und bei der Fototherapie entziindlicher Hautkrankheiten wie z.B.
Psoriasis in Verbindung gebracht [124, 116, 46, 104, 62, 85, 32]. Der Mechanismus ist
ahnlich wie im Immunprivileg (s. Kapitel 1.1.2).

Auch bei der Entstehung semimaligner und maligner Tumoren der Haut spielt das Fas/
FasL-System mdglicherweise eine Rolle. Die Expression von FasL ist in Papillomen und
Spindelzellkarzinom der Haut vermindert [39, 84]. Ebenso ist Fas in Basaliomen komplett
abwesend und in Spindelzellkarzinomen herabreguliert [29]. Basalzellkarzinomzellen
exprimieren FasL und kein Fas, weswegen sie wahrscheinlich Fas-positive T-Zellen
vernichten koénnen und gegeniiber Fas-induzierter Apoptose resistent sind, was die

Tumorentwicklung erleichtert [116].

1.1.4 Epidermis-spezifische Fas-Knock-out-Miuse

Der Begriff ,,Knock-out* bedeutet eine genetische Modifikation, die ein Gen ausschaltet,
d.h. dass das jeweilige Genprodukt nicht exprimiert wird oder, bei einem ,,funktionellen
Knock-out“, inaktiv ist. Die Methode der Erschaffung von Knock-out-Mausen wurde in
den 80er-Jahren von Capecchi, Smithies und Evans beschrieben, wofiir sie im Jahre 2007
einen Nobel Preis bekamen. Diese Methode besteht in der Einfithrung eines modifizierten
DNS-Fragmentes in das Genom von Embryonalzellen durch einen Vorgang, der als

homologe Rekombination bezeichnet wird [42, 120].
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Hao und Kollegen generierten die erste Gewebe-spezifische Fas-Knock-out-Maus. Bei der
Maus wurden sog. loxP-Sequenzen in das Fas-Gen eingefithrt. Exon IX, das die
Todesdomine kodiert, wurde von zwei solchen Sequenzen umgeben. Der Genotyp wurde
als ,,Fas floxed” (Fas fl) bezeichnet. Die Priasenz der loxP-Sequenzen ermoglicht das
Ausschneiden des Exons IX durch die Gewebe-spezifische Cre-Rekombinase. Die
Deletion des Exons 1X schaltet die Funktion von Fas komplett aus [44], (Abb.1.2).

Fiir unsere Untersuchungen haben wir eine Epidermis-spezifische Fas-Knock-out-Maus
generiert. Die Homozygoten fiir ,,Fas floxed* wurden mit transgenen Méusen verpaart, die
Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Keratin-14-Promoters exprimieren. Das heif3t,
dass das Enzym nur in Keratinozyten, eventuell in anderen Keratin-14 exprimierenden
Zellen, vorhanden ist. Das Fas-Gen wird in dem Fall nur in diesen Zellen deletiert [86, 42,
43].
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Abb. 1.2 Deletion des Exons IX im Fas-Gen, a — Exon IX umgeben von loxP-Sequenzen,
b - Ausschneiden des Exons IX durch die Gewebe-spezifische Cre-Rekombinase.
(Restriktionsstellen: Ev - EcoRV, S — Sphl, C - Clal)

[nach Hao Z., Hampel B., Yagita H., Rajewski K.: T Cell-specific Ablation of Fas Leads
to Fas Ligand-mediated Lymphocyte Depletion and Inflammatory Pulmonary Fibrosis, J.
Exp. Med. 199, 1355-1365 (2004), modifiziert]
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Diese genetische Modifikation ermdglicht selektive Untersuchungen des Fas-Proteins
in Keratinozyten. Die Nebeneffekte, die bei der totalen Elimination von Fas auftreten, wie

Lymphoproliferation oder Nephritis, werden in dem Fall ausgeschlossen.

1.2 Apoptose

1.2.1 Begriff der Apoptose

Apoptose wurde zum ersten Mal im Jahre 1972 von Kerr beschrieben als Bezeichnung fiir
eine besondere Morphologie sterbender Zellen, die dabei Schrumpfung des Zytoplasmas
zeigen [56, 57].

Die Funktion der Apoptose besteht in der Elimination von unnétigen, alten, beschadigten,
Virus-infizierten oder kanzerdsen Zellen, ohne eine entziindliche Reaktion hervorzurufen.
Wihrend der Apoptose kommt es zur Kondensation und Fragmentation des Zellkerns
mit Degradation der chromosomalen DNA zu 200 bp grof3en Fragmenten, Schrumpfung
des Zytoplasmas und am Ende zur Formung sog. apoptotischer Korperchen,
die durch andere Zellen, hauptsédchlich Makrophagen, phagozytiert werden konnen.

Im  Gegensatz zur  Nekrose ist Apoptose ein  natiirlicher  Schutz-
und Regulationsmechanismus des Korpers und 16st normalerweise keine Entziindung aus.
Die apoptotischen Vorgidnge sind genetisch programmiert und treten aktiv auf, d.h.
ein bestimmtes Signal wird gebraucht, um sie auszul6sen [116, 94].

Nekrose ist dagegen ein passiver Prozess, der durch unterschiedliche &ulere Noxen
hervorgerufen wird. Deswegen betrifft Nekrose normalerweise Gruppen von Zellen
und nicht einzelne Zellen, wie es bei der Apoptose beschrieben wurde. Die nekrotischen
Zellen zeigen aufgebléhtes Zellplasma und Briiche der Zellmembran, was zu Freisetzung
des Zellinhalts und Initiation einer Entziindung fiihrt. Bei apoptotischen Zellen wurde
dagegen eine Verkleinerung des Zellvolumens gefunden, die Zellmembran verliert ihre
Kontinuitét nicht.

Das gleichzeitige Auftreten von Apoptose und Entziindung ist jedoch nicht
ausgeschlossen und wird hiufig beobachtet. Apoptose ist zwar nicht in der Lage, eine
Entziindung hervorzurufen, kann aber wihrend der entziindlichen Prozesse provoziert
werden. Als Beispiel konnen hier Virus-Hepatitis, Thyreoiditis vom Hashimoto-Typ, als
auch Kontaktdermatitis dienen. Die eindringenden Entziindungszellen sind Quellen der

apoptotischen Signale fiir Zellen des Gewebes [106, 91].
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1.2.2 Signalwege der Apoptose

Horvitz, Suston und Brenner arbeiteten an der Charakterisierung apoptotischer
Mechanismen beim Wurm Caenorhabditis elegans und bekamen dafiir im Jahre 2002
einen Nobelpreis. Sie wiesen nach, dass sich Apoptose in Abhédngigkeit von Molekiilen
wie Aktivator-Molekiil (EGL-1), Inhibitor-Molekiil (ced-9), Adapter-Molekiil (ced-4) und
Effektor- Molekiil (ced-3) vollzieht [91].

Es gibt verschiedene Mechanismen, die Apoptose initiieren konnen. Sie fiihren am
Schluss zur Aktivierung von Enzymen, die Caspasen genannt werden, und dadurch zum
Tod der Zelle mit der oben beschriebenen Morphologie. Caspasen gehdren zur Familie der
ICE-Zystein-Proteasen (engl. interleukin-1p converting enzymes), die konstitutiv in der
Zelle als Proenzyme vorkommen und bei Apoptose in einer Kaskade voneinander aktiviert
oder autoaktiviert werden. Caspase-3 und Caspase-7 sind die letzten Caspasen in der
Kaskade und kommen gemeinsam in verschiedenen apoptotischen Signalwegen vor. Sie
fihren die Proteolyse so genannter Todessubstrate durch. Dazu gehoren
Kernmembranproteine wie Lamine, Zytoskelettproteine, z.B. Aktin sowie Proteine, die in
der DNA-Reparatur und Replikation eine Rolle spielen, wie z.B. PARP (engl. poly-ADP-
ribose polymerase).

Die Studien von Piwocka und anderen haben jedoch gezeigt, dass in Ausnahmefillen ein
programmierter Zelltod auch ohne Beteiligung von Caspasen moglich ist [89, 67, 70, 61,
59].

Es wurden zwei Hauptwege definiert, die zur Apoptose fiihren (Abb. 1.3). Der sog. dulere
Signalweg (engl. extrinsic pathway) wird durch sog. Todesrezeptoren (engl. death
receptors) wie z.B. Fas, TNFR 1 (engl. tumor necrosis factor receptor 1), TRAILR 1 und 2
(engl. TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1, 2) vermittelt. Nach der Bindung
eines Liganden an seinen Rezeptor an der Zellmembran kommt es zur Rekrutierung
zahlreicher Adaptermolekiile, was die Aktivierung von Caspase-8, der ersten Caspase in
diesem apoptotischen Signalweg, ermoglicht.

Der alternative Weg der Apoptose, der sog. innere Weg (engl. intrinsic pathway), braucht
keine spezifischen Molekiile und wird direkt von Faktoren wie UV-Licht, ionisierender
Strahlung, reaktiven Sauerstoffradikalen oder zytotoxischen Medikamenten stimuliert,
also von Faktoren, die zu einer Schidigung der Zelle, grundsétzlich der DNA, fiihren. In
diesen Weg sind hauptsichlich Mitochondrien involviert, die Cytochrom C in das

Zytoplasma ausschiitten. Cytochrom C bindet den Kofaktor APAF-1 (engl. apoptotic
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protease activating factor 1), gefolgt von der Aktivierung von Caspase-9 und anderer
Caspasen. Mitochondrien sind auch in der Lage, den sog. AIF (engl. apoptosis inducing
factor) abzugeben, der im Zellkern Caspasen-unabhingig Apoptose initiiert. Sie kdnnen
zusitzlich auch das Smac/DIABLO-Protein freisetzen, das die sog. I1APs (engl. inhibitors

of apoptosis proteins) blockieren kann.

innerer Signalweg

Strahlung — - : ~

| // F B
f—-ir Mitochondrium Zytochrom C \»\
\ i &

. T | AparL T .
Chemikalien | Caspase-9 -, Apoptose *

I. ¥ B Bid Bel-2 (Initiator) *(’T‘r"‘i
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Tod-Rezeptoren } —p Caspase-8 —p Caspase-3,7 — Tod-Substrate
z.B. Fas, TNFR 1 \ (Initiator) (Effektor)

aulRerer Signalweg

Abb. 1.3 Zwei Hauptsignalwege der Apoptose: dufserer und innerer Signalweg (genaue
Beschreibung im Text). [nach Yin X.-M.: Signal transduction mediated by Bid, a pro-
death Bcl-2 family proteins, connects the death receptor and mitochondria apoptosis
pathways, Cell Res. 10, 161-167(2000), modifiziert]

Der innere und der dullere Signalweg der Apoptose funktionieren nicht vollig getrennt
voneinander, sondern sie weisen gemeinsame Schnittstellen auf. So kann aktive Caspase-8
den inneren Weg der Apoptose dadurch stimulieren, dass sie die Umwandlung des Bid-
Proteins in seine aktive Form t-Bid (engl. truncated Bid - prozessiertes Bid) durchfiihrt.
Das Fragment t-Bid bewirkt schlieBlich die Abgabe des Cytochroms C aus
Mitochondrien. Diese zusétzliche Schleife der Interaktionen zwischen den apoptotischen
Mediatoren beider Wege ist wichtig fiir die Amplifikation der Reaktion, besonders bei
UV- induzierter Apoptose [91].
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1.2.3 Antiapoptotische Mechanismen

Zellen sind in der Lage, dem apoptotischen Programm durch antiapoptotische
Mechanismen zu entgehen. Mitglieder der Bcl-2-Familie (engl. B-cell lymphoma) wie
Bcl-2, Bcl-w und Bcl-x1, als auch die oben erwdhnten Inhibitoren der Apoptose (engl.
IAPS), z.B. Survivin, sind wichtige Proteine, die das Zelliiberleben regulieren.

Die oben erwihnten Bcl-2-Homologen stabilisieren die mitochondriale Membran und
binden den Faktor APAF-1, wodurch sie den inneren Weg der Apoptose blockieren.
Andere Mitglieder der Bcl-2-Familie: Bax, Bik, Bak, Bad und Bcl-xs fordern dagegen die
apoptotischen Prozesse [91, 63, 74, 126]. IAPs wie XIAP, c-IAP1, c-IAP2 und Survivin
wirken durch Bindung und Blockierung der Caspasen: 3, 7 und 8 [74].

FLIP ist ein Inhibitor der Caspase-8 und kann apoptotischen Prozessen entgegenwirken,
die von den Todesrezeptoren abhingig sind [87].

Ein anderes, Ubiquitin-dhnliches Protein — Sentrin — schiitzt bei Uberexpression vor der
Fas- und TNFR-ausgelosten Apoptose. Der Mechanismus ist unklar. Sentrin kann
wahrscheinlich wie Ubiquitin verschiedene Proteine binden und dadurch modifizieren
[52].

Uberlebenssignale kénnen auch durch Interzellularraumproteine wie z.B. Laminine, die
Integrine an der Zelloberfliche binden, vermittelt werden. Laminine und andere Proteine

der extrazelluldren Matrix wirken durch Bindung der Integrine an der Zelloberflache [91,
116, 16].

1.2.4 Apoptose von Keratinozyten

Apoptose von Keratinozyten tritt bei der Entwicklung der Epidermis wéhrend der
Embryogenese auf. Spater ermdoglicht sie die Eliminierung von kritisch beschéddigten
Zellen, die nach Exposition mit Chemikalien oder UV-Licht entstanden sind, was das
optimale Funktionieren der Epidermisbarriere sichert [94].

Es gibt unterschiedliche Ergebnisse zur Aktivierung der Caspasen wihrend der
Keratinozytendifferenzierung. Es ist nicht mdglich, den Differenzierungsprozess von
Keratinozyten mit der TUNEL-Féarbung nachzuweisen [91, 69]. Die letzten Versuche von
Lippens und Kollegen zeigen, dass vermutlich die einzige Caspase, die in
differenzierenden Keratinozyten aktiv ist, Caspase-14 ist. Sie scheint spezifisch fiir den

Prozess zu sein. Andere Caspasen sind dagegen fiir Apoptose spezifisch [91, 69].
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Manche Stérungen der Apoptose von Keratinozyten, die an Mausmodellen untersucht
wurden, beeinflussen stark die normale Entwicklung der Epidermis, so verursacht z.B.
eine Uberexpression von Bcl-2 eine fokale epidermale Hyperplasie und abnormale
Expression von Keratin-6 [91].

Apoptose ist in der Epidermis wahrscheinlich fiir die Eliminierung von prikanzerdsen
Zellen verantwortlich, die nach UV-Exposition oder nach oxidativem Stress durch
Einwirkung reaktiver Sauerstoff-Verbindungen (engl. ROS — reactive oxygen species)
entstanden sind. Sie wird aber auch bei pathologischen Zustinden beobachtet, z.B. bei
Dermatitis [94].

Apoptose in Keratinozyten kann sowohl iiber den inneren als auch iiber den &ulleren
Signalweg verlaufen. UV-Strahlen und zytotoxische Medikamente sind Hauptfaktoren in
dem inneren Signalweg. Verschiedene Zytokine, z.B. TNF-a oder Fas-Ligand initiieren
apoptotische Vorgidnge nach dem sog. d&uBleren Mechanismus. Sie kdnnen unter anderem

von Entziindungszellen produziert werden (Abb. 1.4).
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Abb. 1.4 Apoptotische Signalwege in Keratinozyten (Beschreibung im Text).
[pach Raj D., Brash D.E., Grossman D.: Keratinocyte Apoptosis in Epidermal
Development and Disease, J. Invest. Dermatol. 126, 243-257 (2006), modifiziert]
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Es wird immer wieder diskutiert, ob der Tod der differenzierten Keratinozyten im Stratum
corneum eine Sonderform der Apoptose ist. Wahrend der Keratinozytendifferenzierung
und Apoptose wurden DNA-Degradation, Kernverlust und schlielich Zelltod beobachtet
[69]. Es wurde freies Cytochrom C im Zytoplasma nachgewiesen [91, 7].

Die letzten Experimente zeigten dagegen, dass es sich eher um zwei ganz unabhingige
Prozesse handelt. Die Apoptose erfolgt schnell, dauert ca. 48-72 Stunden, wéhrend die
Differenzierung Wochen braucht, damit notwendige Proteine synthetisiert werden konnen.
Apoptotische Keratinozyten schrumpfen, bilden Fragmente — oben erwihnte apoptotische
Korperchen — und werden als unnétige Zellen sofort von Makrophagen oder
Nachbarzellen phagozytiert. Differenzierte Keratinozyten dagegen flachen ab, bilden eine
funktional wichtige Struktur, das Stratum corneum, und werden als ganze Zellen,
Corneozyten, abgeschuppt. Der Verlust des Kontakts mit der Basalmembran leitet den

Differenzierungsprozess ein. Dabei werden aber keine Zeichen der Apoptose beobachtet.

1.2.5 Uberlebenswege der Keratinozyten

Keratinozyten verfligen iiber antiapoptotische Mechanismen, die die Epidermis-Barriere
nach Einwirkung von verschiedenen Apoptose-auslosenden Faktoren vor Zerstérung
schiitzen. Sie kénnen solche Uberlebensproteine exprimieren: Bel-2, Bel-x1, FLIP, NFkB
[engl. nuclear factor kappa B) und IAPs, z.B. c-IAP1, c-1AP2, XIAP [91, 116, 126].
Survivin ist ein antiapoptotisch wirkendes Protein, das nur in pathologischen Zusténden in
Keratinozyten vorkommt, wie aktinische Keratose, Spinalzellkarzinom, Verucca vulgaris,
seborroische Keratose und Psoriasis [18, 93, 38].

Apoptose wird bei Keratinozyten hauptsdchlich durch Wachstumsfaktoren blockiert.
Aktivierung des EGF-Rezeptors (engl. epidermal growth factor receptor) durch seine
Liganden (z.B. EGF, TGFa oder Amphiregulin) verursacht die Stimulation der sog.
MAPK-Kaskade (engl. mitogen-activated protein kinase), gefolgt von einer Aktivierung
der ERKSs (engl. extracellular signal-regulated kinases) und Expression von Bcl-xI [91,
109, 97], (Abb 1.5).

Das EGFR-Signal aktiviert auch eine andere Uberlebenskaskade, die durch PI-3-Kinase
(engl. phosphatidylinositol-3 kinase) vermittelt wird. Als Konsequenz kommt es zur
Aktivierung der Akt-Kinase, die Caspase-9 und den apoptotischen Faktor Bad inaktiviert.
Gleichzeitig aktiviert Akt-Kinase den Transkriptionsfaktor NF-xB, der fiir die

Regulierung der Expression der IAPs und Todesrezeptor-Adapterproteine verantwortlich
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ist. Inhibition der EGFR-Aktivierung verursacht Apoptose bei kultivierten Keratinozyten

[91, 49, 98]. Die Aktivierung des EGF-Rezeptors und nachfolgende Bcl-xI-Expression

vermindert aulerdem die Rate der UV-verursachten Apoptose, hat aber keinen Einfluss

auf Fas-vermittelte Apoptose [48].

Andere Wachstumsrezeptoren an Keratinozyten wie HGF-Rezeptor (engl. hepatocyte

growth factor receptor), NGF-Rezeptor (engl. nerve growth factor receptor) und KGF-

Rezeptor (engl. keratinocyte growth factor receptor) nehmen auch am Uberlebensprozess

teil. HGFR ist am Akt-Signalweg beteiligt und NGFR spielt eine Rolle in der Regulation

der Bcl-2 und Bcl-xI Expression [91, 12].
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Abb. 1.5 Antiapoptotische Signalwege in Keratinozyten (Beschreibung im Text).

[nach Raj D., Brash D.E., Grossman D.: Keratinocyte Apoptosis in Epidermal
Development and Disease, J. Invest. Dermatol. 126, 243-257 (2006), modifiziert]

Wie Dbereits erwihnt,

sind auch Interzellularraumproteine an antiapoptotischen

Mechanismen beteiligt. Bindung der a3B1- und a6B4- Integrine der Keratinozytoberfliche
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an Laminin 5 fiihrt sowohl zur Aktivierung von FAK (engl. focal adhesion kinase), die
antiapoptotische Aktivitét besitzt, als auch von ERKs [91, 40], (Abb.1.5). Blockade der
B1-Integrine verursacht dagegen Suppression von Bcl-2 in den epidermalen Stammzellen
und ihre Apoptose [126]. Auch interzellulire Wechselwirkungen kénnen antiapoptotische
Wirkung haben: der Verlust des Zell-Zell-Kontakts fiihrt beispielsweise zur Suppression
von Bcl-xI und Erhéhung der Apoptoserate [126, 97].

Die Empfindlichkeit der Keratinozyten gegeniiber proapoptotischen Faktoren héngt von
ihrem Differenzierungsgrad ab. Basale Keratinozyten sind Apoptose-resistent, weil sie
noch antiapoptotischen Einfliissen von Wachstumsfaktoren unterliegen und auch
antiapoptotisch wirkende Proteine wie z.B. Pl-Integrine und Bcl-2 exprimieren.
Deswegen tritt die UV-, ROS- und Lymphozyten-induzierte Apoptose hauptsichlich in
mittleren Schichten der Epidermis auf, in denen die Bcl-2-Expression absinkt. Bcl-xI ist
dagegen hauptsdchlich in mittleren Epidermis-Schichten exprimiert und verhindert
wahrscheinlich vorzeitigen Zelltod [126]. Ahnlich wirkt der Transkriptionsfaktor NFxB,
der konstitutiv in Keratinozyten vorkommt und sie vor Apoptose schiitzt, bevor sie den
terminalen Differenzierungsgrad erreichen. Dadurch sind Keratinozyten in normalem
Zustand unempfindlich gegen TNF-a- induzierte Apoptose [126].

Hochdifferenzierte Keratinozyten in Stratum granulosum sind dagegen hochresistent
gegen duBerlich induzierte Apoptose. Solche Zellen konnen in die G1- und S-Phase des
Zellzyklus nicht mehr eintreten, was eine Voraussetzung fiir die Wirkung des p53-
Proteins ist [91, 48].

Keratinozyten unterliegen also stindig gegensétzlichen Signalen, deren Aufgabe es u.a.
ist, das Gleichgewicht zwischen Tod und Uberleben im Gewebe zu erhalten und dadurch
eine terminale Differenzierung mit Bildung des funktionalen Stratum corneum zu
ermoglichen [69, 7]. Stérungen der Apoptose in der Epidermis sind an der Entwicklung
verschiedener Krankheitsbilder beteiligt. Gesteigerte Apoptose von Keratinozyten findet
sich beim Sonnenbrand sowie bei der toxischen epidermalen Nekrolyse (engl. TEN, toxic
epidermal necrolysis) und beim GVHD-Syndrom (engl. graft-versus-host disease) [91].
Eine pathologisch erhdhte Uberlebensrate wird dagegen bei Schuppenflechte und
Hautkrebs beobachtet [91]. Bei diesen Hautkrankheiten wurde eine gesteigerte Expression
von antiapoptotischen Faktoren wie Survivin und Bcl-xI in der Epidermis nachgewiesen
[91, 116]. Der Apoptose-hemmende EGFR-Signalweg ist bei Hautkrebs und bei anderen
hyperplastischen Zustdnden der Epidermis z. B. Psoriasis, Acanthosis nigricans maligna
haufig aktiviert [91, 40, 41, 5, 123].
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1.3 Akute allergische Kontaktdermatitis

1.3.1 Formenkreis der Ekzemkrankheiten

Die allergische Kontaktdermatitis gehort zur Gruppe der Ekzemkrankheiten, die mit
einem Anteil von ca. 20% die haufigsten Erkrankungen der Haut sind. Ekzeme werden
auch als epidermale Intoleranzreaktionen bezeichnet, d.h. nichtinfektiose und
nichtkontagidse entziindliche Krankheiten, bei denen die Epidermis obligat betroffen ist.
Die Ursache ist entweder toxisch oder allergisch; dariiber hinaus existieren nicht bekannte

Ursachen [92].

1.3.2 Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis

Die allergische Kontaktdermatitis ist eine ekzematdse Krankheit, die nach wiederholter
direkter Exposition der Haut mit einem Allergen auftritt. Nach einer
Sensibilisierungsphase erscheinen die Symptome 24 - 72 Stunden nach dem erneuten
Kontakt mit einer allergisierenden Substanz. Hiufige Allergene sind Metallverbindungen
(Nickel- und Chromsalze), wie auch Kosmetika- und Alltagschemikalien. Die
Pradisposition ist genetisch bedingt.

Der Mechanismus stellt die allergische Reaktion vom Typ IV in der Klassifikation nach
Coombs dar [92]. In der sog. Sensibilisierungsphase wird ein Antigen oder Hapten, das
sich vorher mit einem Trégerprotein verbinden muss, durch dendritische Zellen der Haut
(z.B. Langerhans-Zellen) aufgenommen und prozessiert. Die Langerhans-Zellen wandern
dann zu den regionalen Lymphknoten, wo sie das Antigen den naiven T-Zellen mit Hilfe
der MHC-Klassell-Proteine prasentieren konnen. Dabei schiitten Langerhans-Zellen auch
verschiedene Zytokine, z.B. IL-1 aus, die die Proliferation der sensibilisierten
Lymphozyten stimulieren. Die Wanderung von dendritischen Zellen aus der Haut zum
Lymphknoten wird durch das Chemokin CCL21 reguliert. CCL21 wird in Endothelzellen
von Lymphgefafen und Stromazellen in Lymphknoten exprimiert [100], (Abb. 1.6).
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Abb. 1.6 Pathomechanismus der allergischen Kontaktdermatitis; Sensibilisierungsphase:
1 — dendritische Zellen prozessieren das Hapten, 2 — dendritische Zellen wandern zu dem
regionalen Lymphknoten, 3 - dendritische Zellen prdsentieren das Antigen den naiven T-
Zellen; Effektorphase: 4 — nach dem erneuten Kontakt mit dem Antigen wandern die
sensibilisierte T-Zellen in die Haut, 5 - die sensibilisierte T-Zellen dringen in die Haut ein,
6 - die sensibilisierte T-Zellen l6sen eine Entziindungsreaktion an der Stelle des Kontaktes
mit dem Antigen aus. [nach Saint-Mezard P., Rosieres A., Krasteva M., Berard F., Dubois
B., Kaiserlian D., Nicolas J-F.: Allergic contact dermatitis, Eur. J. Dermatol. 14, 284-295
(2004), modifiziert]

1.3.3 Makroskopische und mikroskopische Erscheinungen bei akuter allergischer

Kontaktdermatitis

Typisch ist die Lokalisation der Symptome an der Kontaktstelle mit dem Allergen, was
den Begriff , Kontaktdermatitis* erklart. Eine Ausbreitung, besonders bei chronischem
Verlauf oder bei Exposition gegeniiber Allergenen, die durch die Luft verteilt werden

konnen, ist jedoch moglich.
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Im Akutstadium &duBlert sich die Krankheit makroskopisch durch Blaschenbildung,
Rotung, Odem, Blasen, Nissen mit Krustenbildung und Erosionen. Die
Primireffloreszenz der Kontaktdermatitis ist eine Papulovesikel. Die Patienten klagen
iiber starken Juckreiz. Bei Riickbildung und im chronischen Stadium sind desquamative

Veranderungen typisch [106, 50].
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Abb. 1.7 Mikroskopische Erscheinungen bei Kontaktdermatitis: Apoptose von
Keratinozyten, Spongiose und interzellulires Odem in der Epidermis, lymphozytires
Infiltrat in der Dermis; beachte Hyperproliferation der Keratinozyten. [nach Saint-
Mezard P., Rosieres A., Krasteva M., Berard F., Dubois B., Kaiserlian D., Nicolas J-F.:

Allergic contact dermatitis, Eur. J. Dermatol. 14, 284-295 (2004), modifiziert]

In der Histologie der Haut sind folgende Erscheinungen sichtbar: lymphozytéres Infiltrat
in der Dermis, oft mit eosinophilen Granulozyten und sog. Spongiose mit Vesikelbildung
in der Epidermis, die durch ein interzellulires Odem und teilweise auch Apoptose der

Keratinozyten hervorgerufen werden. Dadurch kann es zum Durchbruch der

29



Epidermisschicht und zur Beschiddigung der epidermalen Schutzbarriere kommen [106,
50].

Bei chronischem Verlauf sind Akanthose, Parakeratose und Hyperkeratose zu sehen, die
als Folge der Hyperproliferation der basalen Keratinozyten entstehen [92, 50], (Abb.1.7).

1.3.4 Die Rolle von T-Lymphozyten in allergischer Kontaktdermatitis

Gocinski und Tigelaar haben die entscheidende Rolle der CD4- und CD8-Zellen in der
Entstehung der Kontaktdermatitis bei Mausen nachgewiesen. Die allergische Reaktion
wurde mit einer allergisierenden Substanz (2,4-di-Nitrofluorobenzen, DNFB) ausgeldst
und danach wurde die Ohrschwellung als Parameter der Stirke der Entziindungsreaktion
gemessen. Das Ausschalten der CD8-positiven Zellen mit einem monoklonalen
Antikorper fiihrte zu einer erheblichen Abschwichung der Reaktion. Nach der
Eliminierung der CDA4-Zellen wurde dagegen eine Verstarkung der Schwellung
beobachtet. Bei Anwendung von Antikdrpern gegen beide Zelltypen wurde die
Ohrschwellung komplett unterdriickt [35]. Ahnliche Ergebnisse wurden in zwei weiteren
Studien erzielt [17, 3]. Daraus folgt, dass CD8-positive Zellen fiir die Auspragung der
Ekzemreaktion wvon essenzieller Bedeutung sind, CD4-positive Zellen hingegen
wahrscheinlich eine regulatorische, abschwichende Funktion haben.

Bei Kontaktekzemen geht die entziindliche Reaktion einher mit einer nachweisbaren
Apoptose epidermaler Keratinozyten. Der Anteil apoptotischer Keratinozyten steigt
proportional mit der Zahl der in die Haut einwandernden Lymphozyten. Dabei ist unklar,
ob dieser Apoptose eine pathogenetische Bedeutung in diesem Zusammenhang zukommt.
Nach Kehren sind zytotoxische Funktionen der CD8-Zellen fiir die Entwicklung einer
Kontaktdermatitis absolut notwendig [55]. Es gibt zwei Hauptmechanismen der
Zytotoxizitdit der CD8-Zellen gegen Keratinozyten. Dies sind einerseits die Fas-
vermittelte und andererseits die Perforin/Granzyme-vermittelte Apoptose der Ziel-Zellen
[75, 51, 117, 100, 54]. Der Perforin/Granzyme-Weg unterscheidet sich grundsétzlich von
der Fas-vermittelten Apoptose. Perforin bildet Poren in der Zellmembran, was das
Eindringen der Granzyme in die Zelle ermdglicht. Granzyme sind Serine-Proteasen, die
verschiedene Proteine prozessieren konnen, was letzlich zur Apoptose der Zelle fiihrt [75].
In Hautbiopsien von Patienten mit allergischer Kontaktdermatitis wurden hohe
Konzentrationen von Perforin und Granzymen, vor allem im lymphozytiren Infiltrat

nachgewiesen [128, 117].
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Sowohl der Fas-abhdngige als auch der Perforin-abhidngige Weg scheint in der
Entwicklung von Ekzemreaktionen eine Rolle zu spielen. Sie konnen sich offenbar
gegenseitig ersetzen. Méuse mir gleichzeitiger Deletion von FasL und Perforin zeigen
nach Behandlung mit DNFB keine Entwicklung einer Kontaktdermatitis. Bei alternativer
Deletion von entweder FasL oder Perforin tritt eine normale Antwort auf DNFB ein, was
auf eine mogliche gegenseitige Kompensation der beiden Wege hinweist [55]. Bei Xu
entwickelten die Ipr-Mause, die Fas-Mutanten sind, dagegen eine erhebliche Reduzierung
der Kontaktdermatitis-Reaktion [127].

In vitro Studien von Traidl und Kollegen zeigten jedoch, dass Fas eine Nebenrolle in der
Zytotoxizitit der T-Zellen spielt. Eine Blockierung des Fas-Wegs mit Brefeldin A, die die
Expression von FasL verhindert, vermindert das Ausmal} der Apoptose nur im Falle der
T1-Zellen und hat keinen Einfluss im Falle der T2-Zellen [117]. Kataoka und seine
Kollegen zogen auf der Basis ihrer Experimenten auch den Schluss, dass der Perforin-
basierte Signalweg der Haupweg der Lymphozytenzytotoxizitit ist und Fas-vermittelte
Apoptose nur eine Nebenrolle dabei spielt [54]. Aulerdem braucht die Fas-abhédngige

Zytotoxizitit die de novo-Synthese von FasL in zytotoxischen Zellen [54].

1.3.5 Die Rolle von Fas in allergischer Kontaktdermatitis

In vitro Studien zeigten, dass Interferon gamma (IFN-y) eine vermehrte Expression von
Fas in Keratinozyten bewirkt [118, 102, 114, 71, 21]. Die Behandlung mit IFN-y erhéhte
die Anzahl von Fas-exprimierenden Keratinozyten in Kultur von 8.4% auf 34.6% [102].
Diese Daten lassen es moglich erscheinen, dass IFN-y auch in vivo eine Rolle in der
Regulation der Fas-Expression spielt. Dafiir sprechen auch Ergebnisse von Trautmann und
Kollegen, die ein in vitro-Modell eines akuten Kontaktekzems etablierten.

Das Modell besteht aus zwei in ekzematdsen Verdnderungen gefundenen Zelltypen,
humanen Keratinozyten und aktivierten T-Zellen, die zusammen Kultiviert werden. In der
Kultur kam es bei Kontakt mit aktivierten T-Zellen zur Apoptose der Keratinozyten.
Apoptose kam aber nur dann vor, wenn die Keratinozyten mit IFN-y vorbehandelt
wurden. [118]. Gleichfalls trat die anti-Fas-Antikorper-induzierte Apoptose der
Keratinozyten in einem &hnlichen Experiment von Matsue und Kollegen auch nur nach
Behandlung mit IFN-y auf [71]. Die Ergebnisse von Trautmann und Kollegen legen
weiterhin nahe, dass Fas fiir die durch Interaktionen mit aktivierten T-Zellen

hervorgerufene Apoptose essenziell ist. So hat die Blockierung des Fas-Proteins mit
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einem monoklonalen anti-Fas Antikorper das Auftreten der Keratinozyten-Apoptose in
diesem Modell verhindert. Hier scheint also die Fas-vermittelte Apoptose der
Hauptmechanismus des Keratinozytentods und des eventuell folgenden Durchbruchs der
epidermalen Barriere im Kontaktekzem zu sein [118]. Arbeiten von Farley und Kollegen
zeigen aullerdem, dass FasL zusidtzlich die Expression der Gene von
proinflammatorischen Faktoren wie TNF-o, IL-6, IL-1B u.a. verursacht [26, 25]. Diese in
vitro-Experimente bendtigen jedoch eine Bestdtigung in vivo.

In einer anderen in vitro-Studie von lordanov und Kollegen wurde die Rolle von Fas in
der Regeneration der Epidermis bei entziindlichen Prozessen, besonders in der
Kontaktdermatitis untersucht. Die Versuche zeigten, dass apoptotische Keratinozyten in
der Lage sind, Wachstumsfaktoren zu produzieren. Das konditionierte Medium aus den
mit FasL stimulierten Keratinozyten verursachte eine Phosphorylierung des EGF-
Rezeptors (engl. epidermal growth factor receptor) und nachfolgende Aktivierung der
ERK- und Akt-Kinasen in FasL-stimulierten und auch unstimulierten Keratinozyten. Dies
deutet darauf hin, dass die spezifische Aktivierung von Fas die Ausschiittung von EGFR-
Liganden verursacht. Die EGFR-Aktivierung in FasL-stimulierten Keratinozyten konnte
jedoch den bereits angefangenen Apoptoseprozess nicht verhindern. [47].

Die beschriebenen Ergebnisse wurden von Farley und Kollegen unter Anwendung von
einem kiinstlichen Epidermis-Modell bestétigt. Sie wiesen nach, dass die Aktivierung von
Fas in Keratinozyten tatséchlich eine autokrine Freisetzung von EGFR-Liganden und die
Aktivierung des EGR-Rezeptors folgt. Gleichzeitig kommt es dabei auch zur Erhéhung
der Expression von proentziindlichen Zytokinen [26, 25].

Zurzeit sind drei von Keratinozyten produzierte, autokrin wirkende EGFR-Liganden
bekannt: TGF-a (engl. transforming growth factor alpha), HB-EGF (engl. heparin binding
epidermal growth factor) und AR (engl. amphiregulin). Letzteres war im Kulturmedium
von mit FasL stimulierten Keratinozyten vermehrt vorhanden. Die Blockierung von
Amphiregulin mit einem neutralisierenden Antikorper, nicht jedoch von TGF-a. oder HB-
EGF, konnte die EGFR-Phosphorylierung nach FasL-Behandlung hemmen [47]. Die
proliferationsfordernde und differenzierungshemmende Funktion von EGFR-generierten
Signalen ist vielfach belegt. Der Sinn einer Ausschiittung von Amphiregulin aus
Keratinozyten, die in Apoptose gehen, liegt moglicherweise in der Stimulation von
epidermalen Reparaturprozessen in den nicht-apoptotischen Nachbarzellen.

Eine andere Studie von Jost und Kollegen zeigte, dass EGFR-AKktivierung zur gesteigerten

Expression von Bcl-x1 fiihrt, einem antiapoptotischen Bcl-2-Homolog, und dadurch zur
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Hemmung UVB-induzierter Apoptose von Keratinozyten. Die Fas-vermittelte Apoptose
konnte jedoch durch EGFR-Aktivierung nicht verhindert werden, was mit dem Ergebnis
von lordanov ibereinstimmt [48]. Allerdings ist es moglich, dass wiederum
Nachbarzellen durch die Aktivierung anti-apoptotischer Signale vor Apoptose geschiitzt

werden und so fiir die Regeneration der Epidermis zur Verfiigung stehen.

1.4 UV-induzierte Dermatitis

1.4.1 Pathogenese und Symptome der UV-induzierten Dermatitis

Die UV-induzierte Dermatitis (Synonyme: Dermatitis solaris, Erythema solare,
Sonnenbrand) wird durch intensive Bestrahlung der Haut mit Sonnenlicht oder
kiinstlichem UV-Licht hervorgerufen. Die Sonne sendet Licht verschiedener
Wellenldngen aus, von denen nur ein Teil eine Dermatitis auslosen kann. Das Potential
der Auslosung korreliert mit dem Energiegehalt der Strahlung. So werden von dem relativ
langwelligen und energiearmen UVA-Licht (320 - 400 nm) hohere Dosen fiir die
Auslosung einer Dermatitis bendtigt, als von dem kurzwelligen, energiereicheren UVB-
Licht (290 - 320 nm) [91, 94, 50]. Dariiber hinaus ist die fiir die Ausldsung einer
Dermatitis benétigte UV-Dosis, die in der Dermatologie auch als MED (mittlere
Erythemdosis) angegeben wird, von individuellen Faktoren wie Hautpigmentierung und
Dicke der Hornschicht abhingig [19]. Die Symptome einer UV-induzierten Dermatitis
sind denen einer Kontaktdermatits nur teilweise &hnlich, zeigen jedoch auch eine
metachrone Polymorphie, d.h. einen phasenhaften Verlauf [19, 50].

4 - 8 Stunden nach der Lichtexposition kommt es zu Rotung und Schwellung (Stadium
erythematosum und oedematosum), die durch GefdBweitstellung und entziindliches
Exsudat bedingt sind. In schweren Féllen entstehen intraepidermale Bldschen und Blasen
(Stadium vesiculosum), die leicht platzen und von Erosionen, Néssen und Krustenbildung
(Stadium madidans und Stadium crustosum) gefolgt werden. Das Maximum der
Symptome tritt nach 12 - 36 Stunden auf. Im Heilungsstadium kommt es zu Regeneration
der Epidermis, was makroskopisch als Schuppung zu sehen ist (Stadium squamosum) [19,
50].

Anders als bei allergischer Kontaktdermatitis klagen die Patienten liber Schmerzen und
Brennen. Pruritus ist dagegen typisch fiir die Riickbildung der Verdnderungen. In

schweren Fillen konnen auch systemische Symptome wie Fieber, Schwindel,
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Kopfschmerzen auftreten. Hyperpigmentierung ist ein spdtes Zeichen einer UV-
Strahlenexposition [19] und wird vor allem durch den UVA-Anteil hervorgerufen.

Eine wichtige Rolle in der Pathogenese der UV-induzierten Dermatitis spielen die
Keratinozyten der Epidermis, die als erste geschadigt werden und reaktiv Prostaglandine
und TNF-a freisetzen. Diese flihren in wenigen Stunden zu Entziindungsreaktionen in der
Dermis und in schweren Fillen auch zu systemischen Symptomen des Sonnenbrands [19,
60].

Mikroskopisch sind in der Haut apoptotische und manchmal auch nekrotische
Keratinozyten zu sehen. In der Dermis treten GefiBerweiterung, Odembildung und ein

perivaskuldres lymphohistiozytéres Infiltrat auf [19, 50].

1.4.2 Apoptose von Keratinozyten bei der UV-induzierten Dermatitis

Nach UV-Bestrahlung der Haut kann man in der Epidermis, vor allem in den mittleren
Schichten, sog. Sonnenbrandzellen (engl. sunburn cells) erkennen [91, 80, 50]. Sie sind
schon 8 Stunden nach der Strahlenexposition nachweisbar. Das Maximum an sunburn
cells tritt nach 24 - 48 Stunden auf, nach 60 - 72 Stunden sind sie nicht mehr zu sehen [63,
94], (Abb.1.8). Sie werden entweder durch die Abschuppung eliminiert oder von
einwandernden Makrophagen, Langerhans-Zellen oder angrenzenden Keratinozyten
phagozytiert [94]. Die Sonnenbrandzellen haben eine typische Morphologie, die sie von
normalen Keratinozyten unterscheidet. In der Hematoxylin-Eosin-Farbung zeigen sie
einen kondensierten Zellkern und geschrumpftes, eosinophiles Zytoplasma, weshalb sie
auch Spiegeleizellen genannt werden [19]. Sie kommen einzeln vor und sind in der Regel
nicht von Entziindungszellen umgeben [63]. Es gibt eine direkte Korrelation zwischen
UV-Dosis und Zahl der Sonnenbrandzellen [63].

Das hochste Potenzial der Apoptose-Auslosung haben UVB-Strahlen mit der Wellenldnge
290 - 320 nm, weil sie nicht weiter als durch die Epidermis penetrieren und stark von
DNA und Proteinen absorbiert werden. UVC-Licht (100 — 290 nm) liefert viel mehr
Energie, wird aber unter natiirlichen Bedingungen stark durch die Atmosphére absorbiert.
Energiearme UVA-Strahlen (320 - 400 nm) konnen auch Apoptose hervorrufen, jedoch
nicht durch direkte Absorption sondern durch die Bildung freier Sauerstoffradikale [94].
Diese Molekiile verursachen dann eine Schddigung der DNS und Schidigung aller
Membranen in der Zelle, einschlieBlich der mitochondrialen Membran, durch

Fettperoxidation [94]. UV-Licht verursacht in Zellen eine komplexe Reaktion, die als UV-
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Antwort (engl. UV response) bezeichnet wird. Dabei werden u.a. Transkriptionsfaktoren
wie NF-kB und AP-1 aktiviert, was zu IL-1- und TNF-a-Produktion fiihrt [95, 60, 72].

Abb. 1.8 Apoptotische Keratinozyten bei UVB-induzierter Dermatitis. A — unbestrahlte Haut,
B — 24 Stunden nach UV-Bestrahlung (TUNEL-Fdrbung, Maushaut, jeweils Bilder von zweli
Tieren gezeigt). [nach Hill L.L., Ouhtit A., Loughlin S.M., Kripke M.L., Anathaswamy H.N.,
Owen-Schaub L.B.: Fas ligand: a sensor for DNA damage critical in skin cancer etiology,
Science 275, 898-900 (1999)]

UV-Licht kann auch Schiaden der DNS (Desoxyribonukleinsdure) hervorrufen. Wenn die
notwendige DNA-Reparatur nicht stattfindet, gehen die Zellen in Apoptose [130, 94, 72].
Einige Elemente der UV-Antwort, z.B. die Bildung von sunburn cells, lassen sich
hemmen, wenn diese DNA-Schiden repariert werden konnen [63]. Dieser Mechanismus,
der als Schutz vor der Entstehung UV-induzierter Tumore angesehen wird, ist teilweise
von dem Protein p53 abhingig. PS53-defiziente Maiuse zeigen deutlich weniger
Sonnenbrandzellen nach einmaliger UV-Bestrahlung und eine groBere Anfilligkeit fiir
UV- Licht-induzierte Tumore [101, 132].
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P53 wird nach UV-Bestrahlung hochreguliert und im Falle einer DNS-Beschddigung
aktiviert. Es hemmt dann den Zellzyklus in der G1- oder G2-Phase, bis die DNA repariert
ist. Wenn eine Reparatur nicht moglich ist, fordert p53 mit Hilfe verschiedener
Signalproteine sowohl den inneren, als auch dulleren Apoptoseweg in den betroffenen
Keratinozyten [91, 101, 132, 21, 72]. P53 kann auch die Transkription der
Todesrezeptoren Fas und DR5 (engl. decoy receptor 5) erhohen und die Expression der
Mitglieder der Bcl-2-Familie regulieren [21, 130, 72].

Gleichzeitig ist das p53-Gen gegeniiber UV-induzierten Schidden sehr anfillig. Die
meisten Spindelzellkarzinome und 1- 4% der UV-exponierten Keratinozyten tragen p53-
Mutationen [91, 132, 21, 130]. Es existiert eine Datenbank mit p53-Mutationen, die
hauptsédchlich dank Kenntnis sog. Hot-Spot-Stellen entdeckt wurden [14]. Allerdings fiihrt
nicht jede p53-Mutation zur Entwicklung eines Hauttumors, was fiir die Existenz weiterer
Schutzmechanismen spricht. Beispielsweise zeigen HaCaT-Zellen, immortalisierte
Keratinozyten mit einer natiirlich entstandenen p53-Mutation, eine sehr hohe Anfilligkeit
fir UV-induzierte Apoptose trotz Abwesenheit der p53-abhingigen Schutzmechanismen
[130].

Die Mechanismen der UV-induzierten Keratinozyten-Apoptose wurden bis jetzt nicht
komplett geklart. In UV-bestrahlten, apoptotischen Keratinozyten in vitro wurde
mehrfache Hochregulation der proapoptotischen Enzyme Caspase-8, Caspase-9, Caspase-
1 und Caspase-3 nachgewiesen [108, 114]. Daher scheinen beide Apoptose-Signalwege,
sowohl der innere mitochondriale Weg, als auch der dullere Weg mit Todesrezeptoren-
Beteiligung, involviert zu sein.

In der Studie von Sitailo und Kollegen fiihrte das Ausschalten der Caspase-9 zu volliger
Blockade der UV-induzierten Apoptose von Keratinozyten. HPV-immortalisierte
Keratinozyten, die mit einem dominant negativen Caspase-9-Konstrukt transduziert
wurden, zeigten keine Apoptose nach UV-Exposition. Sowohl Caspase-9-, als auch
Caspase-8- und Caspase-3-Aktivitdt waren in diesen Zellen blockiert. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass der innere Signalweg moglicherweise der Hauptweg bei der UV-
induzierten Keratinozyten-Apoptose ist [108], (Abb.1.9).

Fiir eine Beteiligung des mitochondrialen Apoptose-Signalwegs an der UV-induzierten
Apoptose spricht auch die durch UV-Licht ausgeloste Freisetzung von Cytochrom C, die
wenige Minuten nach Strahlen-Exposition stattfindet [74]. In bestrahlten Zellen wurde
auch die Freisetzung von Smac/DIABLO, einem IAPs-Inhibitor, aus Mitochondrien in das
Zytoplasma beobachtet [74].
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Abb. 1.9 Maégliche Wege der UV-verursachten Keratinozyten-Apoptose. Der innere
Signalweg mit Aktivierung der Caspase-9 ist als Hauptweg dargestellt und der dufere
Signalweg mit Aktivierung der Caspase-8 als Nebenweg. [nach Sitailo L.A., Shalini S.T.,
Denning M.F.: Activation of Caspase-9 Is Required for UV-induced Apoptosis of Human
Keratinocytes, J. Biol. Chem. 277, 19346-19352 (2002), modifiziert]

AuBerdem verursacht UV-Licht Verdnderungen in der Expression der Proteine, die an die
Mitochondrienmembran binden. So wird das, proapoptotische Protein Bax vermehrt und
das antiapoptotisch wirksame Protein Bcl-2 weniger stark exprimiert [63]. Genetisch
modifizierte Mause, die Bcl-2 {iberexprimieren, zeigen eine reduzierte Zahl der
Sonnenbrandzellen nach UV-Bestrahlung [99].

Interessante Ergebnisse haben Kashkar und seine Arbeitsgruppe publiziert. Sie konnten in
vitro nachweisen, dass ASM-ase (engl. acid sphingomyelinase), ein Enzym verantwortlich

fiir Ceramid-Freisetzung, unentbehrlich fiir die UV-verursachte Apoptose ist.
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Die Wirkung der ASM-ase scheint unabhéngig von Caspase-8, d.h. von Todesrezeptoren,
zu sein [53].

Erstaunlicherweise scheint auch ein Wachstumsrezeptor — KGFR (engl. keratinocyte
growth factor receptor) an UV-induzierter Apoptose beteiligt zu sein. Arbeiten von
Belleudi und Kollegen geben Anhalt dafiir, dass die Hemmung der KGFR-Aktivitdt die
UV-induzierte Apoptose reduziert [12].

Es gibt auch mehrere Hinweise dafiir, dass zusitzlich zum inneren Apoptoseweg,
Todesrezeptoren (engl. death receptors) in der UV-induzierten Apoptose eine wichtige
Rolle spielen, vor allem Fas und TNFR. Bei bestrahlten Keratinozyten wurden sowohl
eine Aggregation des TNF-Rezeptors 1, als auch eine Freisetzung von TNF-a registriert
[63, 103, 60, 107]. Nach Blockierung von TNF-o mit einem spezifischen Antikorper in
vitro und in TNFR-p55-negativen Mausen und Zellen wurde eine Reduktion der UV-
induzierten Keratinozyten-Apoptose festgestellt [63, 103, 130, 131]. Die Beteiligung von

Fas an der UV-induzierten Apoptose wird im nachfolgenden Abschnitt besprochen.

1.4.3 Die Rolle von Fas in der UV-induzierten Dermatitis

In der Literatur wurde eine deutlich vermehrte Expression von Fas, FasL und FADD nach
UV-Bestrahlung beschrieben. UV-Bestrahlung induzierte Fas-mRNA-Transkription nach
16 - 24 Stunden und Fas-Proteinexpression nach 24 - 48 Stunden [11, 45, 101, 68, 64, 39,
84, 29].

Lokale Aggregation (engl. clustering) von Fas und FADD, wie auch die Aktivierung von
Caspase-3 und nachfolgende Apoptose wurden nach UV-Bestrahlung in humanen
Keratinozyten beschrieben [11, 111, 8, 114, 95]. Allerdings wurde keine Korrelation
zwischen der Intensitit der immunhistologischen Fas-Farbung und dem Ausmall der
Apoptose in der Epidermis nach UV-Bestrahlung gefunden, obwohl Apoptose nur in Fas-
positiven Arealen der Epidermis registriert wurde [11].

In Versuchen von Hill und Santamaria zeigten die gld-Mause, die eine natiirliche
Mutation von Fas-Ligand tragen, eine reduzierte Zahl der Sonnenbrandzellen nach UV-
Bestrahlung [45, 101]. Gleichzeitig fiihrte eine chronische Exposition gegeniiber UV-
Licht bei diesen Tieren zur tibermidfigen Akkumulation von p53-Mutationen [45], was
suggeriert, dass Fas eine Rolle in der Elimination der Zellen mit UV-geschéadigter DNA
spielen konnte. Takahashi und Kollegen berichteten dagegen iiber Reduzierung der

Sonnenbrandzellenanzahl bei lpr-Miusen, die eine Fas-Mutation tragen [111]. Fas-

38



vermittelte Apoptose ist auch in p53-negativen Keratinozyten moglich und konnte ein
Mechanismus der Eliminierung von p53-mutierten Zellen sein [21].

Takahashi und Kollegen zeigten auch eine Reduktion der UV-induzierten Apoptose in der
Keratinozyten, die aus der Ipr-Maus isoliert wurden [111]. Uberdies fiihrten sie
Experimente mit Fas-transfizierten Keratinozyten durch. Bei diesen Zellen wurde eine
erhohte Empfindlichkeit auf UV-induzierte Apoptose nachgewiesen [114].

Eine Verhinderung der Fas-Liganden-Bindung mit einem blockierenden anti-Fas-
Antikorper verhindert jedoch das Auftreten von UV-induzierter Apoptose nicht [111, 8,
114]. Takahashi konnte zeigen, dass UV-Bestrahlung von kultivierten Keratinozyten zu
einer direkten, FasL-unabhingigen Aktivierung von Fas fithren kann [111]. Allerdings
fiihrt in IFN-y-vorbehandelten Keratinozyten eine Blockierung von FasL mit einem
spezifischen Antikérper offenbar zur Reduktion der UV-induzierten Apoptose [68].

Fir eine mechanistische Beteiligung von Todesrezeptoren an der UV-induzierten
Apoptose in Keratinozyten spricht auch die reduzierte Apoptose in UV-behandelten
Zellen nach Transfektion mit einer dominant-negativen FADD-Mutante [58], da FADD in
den Fas- und TNFR- Signalwegen vorkommt [130].

1.5 Fragestellung

1. Welche pathogenetische Bedeutung hat die Fas-vermittelte Apoptose von epidermalen

Keratinozyten in der allergischen Kontaktdermatitis?

Ergebnisse von in-vitro-Untersuchungen zeigen Apoptose von epidermalen Keratinozyten
nach Kontakt mit aktivierten T-Zellen. Diese kann durch Blockade von Fas verhindert
werden. Wenn Fas-vermittelte Apoptose von epidermalen Keratinozyten ein
pathogenetisch wichtiges Element in der Entstehung der allergischen Kontaktdermatitis
darstellt, dann sollte die Elimination von Fas in Keratinozyten die Entstehung der
Krankheit verhindern oder die Krankheit abschwéchen. Mit Hilfe eines Mausmodells mit
Epidermis-spezifischer Deletion von Fas kann diese Fragestellung erstmals spezifisch in

vivo untersucht werden.
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2. Welche Rolle spielt Fas in der UV-induzierten Dermatitis?

Die Ergebnisse hinsichtlich der Beteiligung von Fas an der UV-induzierten Apoptose von
Keratinozyten sind widerspriichlich. In einem Mausmodell mit Epidermis-spezifischer
Fas-Deletion soll folgende Frage untersucht werden: Ist das Ausmall der UV-induzierten
Apoptose epidermaler Keratinozyten abhéngig von der Fas-Expression? In diesem Fall
sollte die Anzahl apoptotischer Keratinozyten nach UV-Bestrahlung deutlich reduziert

sein.
3. Finden wir in unserem Modell Evidenz fiir die postulierte protektive Rolle von Fas-

vermittelter Apoptose hinsichtlich der in der Kontaktdermatitis sowie in der UV-

induzierten Dermatitis auftretenden Apoptose epidermaler Keratinozyten?
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2. Materialien und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden an Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Mausen und an
gleichaltrigen Kontrolltieren vom C57BL/6-Stamm durchgefiihrt. Die Epidermis-spezifische
Deletion von Fas wurde durch Kreuzung von Méusen mit zwei gefloxten Fas-Allelen (Fas ")
mit Madusen, die Cre-Rekombinase als Transgen unter der Kontrolle des Keratin 14-
Promoters exprimieren (K14-Cre+) erzeugt. Der resultierende Genotyp lautet Fas "™ K14-
Cre+ [44, 86, 42, 43]. Als Kontrollen wurden Wildtyp-Tiere oder Fas-gefloxte, Cre-negative

Tiere, die den Phénotyp von Wildtyp-Tieren haben, vom gleichen Stamm verwendet.
2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Airvol 203 (Air Products Medical GmbH, Hattingen, BRD)
di-Amidinphenylindoldihydrochlorid (paApi; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)
Ammoniumthiocyant (NHsSCN; Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, BRD)
Betaisodona (Mundipharma GmbH, Limburg, BRD)
Borsédure (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Bromophenol Blau (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Chemilumineszenzreagenzien (Perkin EImer, Boston, USA)

- Enhanced luminal reagent/Oxidizing reagent

- Western Lighting Chemilumineszenz Regent Plus
Diazobicyclo-[2.2.2]-Octan (DABCO; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)
Deoxycholate (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)
Essigséure (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Ethylendiaminessigsdaure (EDTA, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Glycerin (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Isopropanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4; Merck KGaA, Darmstadt, BRD)
Leupeptin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)
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Maus-Normalserum (Mouse Serum Normal; Dako, Glostrup, Denmark)
Methanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)

Milchpulver (Milk Powder, Blotting Grade, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Natriumchlorid (NaCl; Caesar & Loretz GmbH, Bonn, BRD)
di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4; Merck KGaA, Darmstadt, BRD)
Natriumhydroxid (NaOH; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)
p-Nitrophenylphosphat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)
Nonidet P-40 (Fluka Riedel-de Haén, Seelze, BRD)

Paraformaldehyd (PFA; Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

PBS-Puffer (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Biochrom AG, Berlin, BRD)
Perhydrol (H,O,; Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; Merck KGaA, Darmstadt, BRD)
Propidiumjodid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)

Proteinase K (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munich, BRD)
Rinderserumalbumin (BSA; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)
Salzsdure (HCI; Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Schweine-Normalserum (Swine Serum Normal, Dako, Glostrup, Denmark)
Sodiumdodecylsulfat (SDS; SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, BRD)
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)
Tris (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD)

Triton X 100 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD)

Trypsin (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, BRD)

Tween 20 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, BRD)

Xylol (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

Ziege-Normalserum (Goat Serum Normal; Dako, Glostrup, Denmark)

2.1.3 Losungen und Losungsmittelgemische

Ammoniumthiocyant-Losung

NH;SCN 380 mg
NaKPOQO, Puffer (pH 6.8) 10 ml
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Borat-Puffer (pH 7.6)

Borsaure-Losung

(1.24 g + 99.0 ml destilliertes Wasser)

85 ml

Borax (di-Natriumtetraborat-dekahydrat) -Losung 15 mi

(1.90 g + 99.0 ml destilliertes Wasser)

Gelvatol (bei —20°C lagern)

Airvol 203 2.4
Glycerin 6.09
Destilliertes Wasser 6.0 ml
iiber Nacht bei RT quellen lassen

0.2M Tris (pH 8.5) 12.0 ml
mehrere Stunden auf 50°C erwédrmen

DABCO auf 2.5 %
15 Min. bei 5000g zentrifugieren

Laufpuffer (50x TAE) fir PCR-Gelelekrophorese

Tris 242.0¢g
96% Essigséure 57.1 ml
0,5M EDTA 100.0 ml
Lyse-Puffer fiir DNA-Isolierung

1M Tris (pH 8.0) 10 mi
0,5M EDTA (pH 8.0) 5 ml
5M NaCl 1ml
10% SDS 5ml
Destilliertes Wasser auf 50 ml
NaKPO4-Puffer (pH 6.8)

0,1M Na;HPO, 13.4¢
0,1 M KH,PO, 6.8 ¢
Destilliertes Wasser auf 500 ml
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PMSF-Losung (bei —20°C lagern)

PMSF 0.174 g
Isopropanol 10.0 ml
Proben-Puffer (2x) fiir Proteinproben
1,5M Tris (pH 6.8) 10.0 ml
20% SDS 6.0 mi
Glycerol 30.0 ml
Bromophenol Blau 1.8 mg
Destilliertes Wasser auf 100 ml
RIPA-Pufter pH 8.0 (bei 4°C vorbereiten)

NaCl 876 mg
Tris 605 mg
NP-40 1mi
SDS 100 mg
Deoxycholate 500 mg
EDTA x 2H,0 186 mg
Triton X 100 1ml
Destilliertes Wasser auf 100 ml
RIPA(+)-Puffer

RIPA-Puffer 10 ml
Leupeptin 20mM 10 ul
p-Nitrophenylphosphat 1g/ml 100 pl
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor 200mg/ml 50 ul
Orthovanadat 100mM 50 pl
TBS-Puffer (pH 7.5)

0.2M Tris 50 ml
5M NaCl 30 ml
Destilliertes Wasser auf 1000 mi
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TBST-Puffer (TBS/0,1% Tween)

TBS-Puffer 1000 ml

Tween 20 1ml

FAD-Medium [66]

350ml DMEM/ 110ml Ham's F-12  50pM Ca**

10% FCS Ca®" -frei (50ml FCS + 2g Chelex 100 Resin iiber Nacht sanft schiitteln )
50 ul Hydrocortisonlsg. ( 5Smg/ ml Ethanol abs.)

5ul Choleratoxin (10°M stock, MW 96580g/1)

500ul EGF (10pg/ml stock)

500ul Insulin (Smg/ml 5mM HCI)

1,8 x 10 M Adenin

100 1U/ml Penicillin

100pg/ml Streptomycin

2.1.4 Geriite

Bio-Photometer (Eppendorf AG, Hamburg, BRD)

Brutschrank B 6042 E (Heraeus Holding GmbH, Hanau, BRD)
Fluoreszenzmikroskop Eclipse E00 (Nikon GmbH, Diisseldorf, BRD)
Homogenisator MM300 (Retsch GmbH, Haan, BRD)

Hyperfilm-Entwickler Curix 60 (Agfa Deutschland, K6ln, BRD)

Kiihlzentrifuge 5415 R (Eppendorf AG, Hamburg, BRD)

Lichtmikroskop DM4000 B (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD)
PCR-Kammer (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, BRD)

PCR-Machine T3 Thermocycler (Biometra GmbH i. L., Goettingen, BRD)
Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg, BRD)

Roller Mixer SRT1 (Stuart, Barloworld Scientific, Staffordshire, Gro3britannien)
Rotator SB2 (Stuart, Barloworld Scientific, Staffordshire, GroB3britannien)
Schiittler Swip KS-10 (Edmund Biihler GmbH, Tiibingen, BRD)
Spannungsquelle fiir PCR: Consort E835 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen , BRD)
Spannungsquelle fiir Western Blot:

- LKB GPS 200/400 (Pharmacia,GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, BRD)
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- Power Pac 200 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, BRD)
Thermomixer 5436 (Eppendorf AG, Hamburg, BRD)
Western-Blot-Kammer X Cell Sure Lock (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, BRD)

2.2 Methoden

2.2.1 Typisierung der Miiuse

Die routineméBige Typisierung der Mause wurde mit der Hilfe der PCR-Methode (engl.
polymerase chain reaction) durchgefiihrt. Es wurden drei PCR-Protokolle angewandt: Fas-
floxed/floxed, Fas-deleted und Keratin14-Cre. Als DNA-Quelle wurden Schwanzbiopsien

von Jungtieren verwendet.

2.2.1.1 DNA-Isolierung aus Mausschwanzbiopsien

Eine Mausschwanzbiopsie (ca. 1 cm lang) wurde iiber Nacht bei 55°C mit 500 pl 0,8%
Proteinase K/Lyse Puffer im Thermomixer verdaut. Der Inhalt wurde dann fiir 5 Min. bei
13200 rpm abzentrifugiert. Die DNA wurde mit 500ul Isopropanol aus dem Uberstand gefllt
und dann fiir 10 Min. bei 13200 rpm abzentrifugiert. Das entstandene DNA-Pellet wurde fiir
10 Min. mit 70% Ethanol bei 13200 rpm in der Zentrifuge gewaschen, dann kurz an der Luft
getrocknet und in 125ul 10mM Tris pH 8.0 iiber Nacht bei 37°C im Thermomixer gelost.

2.2.1.2 PCR-Protokolle

Bei den PCR-Verfahren wurden folgende Reagenzien verwendet: Puffer (10x, ThermoPol
Reaction Buffer, New England BiolLabs Inc., Ipswich, USA), MgCl, (25mM, PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen, BRD), Desoxynuklotide (Deoxynucleotide Set, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Munich, BRD), Primer (MWG Biotech AG, Ebersberg, BRD), Taq
DNA Polymerase (5000 U/ml, New England BioLabs Inc., Ipswich, USA).

Die Primer wurden 1:10 mit 10mM TRIS pH 8.0 verdiinnt. Die Desoxynukleotide wurden als
gleichteilige Mischung vorbereitet und mit destilliertem Wasser 1:10 verdiinnt. Pro Ansatz
wurden 30ul Mastermix, bestehend aus Puffer, Desoxynucleotiden, Primer und Tag-

Polymerase) und 2ul DNA-Ldsung eingesetzt.
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2.2.1.2.1 Fas floxed/floxed

Beim Fas-floxed/floxed-PCR-Protokoll wurden folgende Primer angewendet: FOF4 5 - TGC
AGT TGC TGA GAT GAACCATTTTCTCTG TCT -3, FHR 5 - GGC TTT GGA AAG
GAA TTT CCT CCT AAG AGG -3'. Der Mastermix wurde pro Probe wie folgt angesetzt: 3
ul Puffer, 2.1 pl MgCly, 1.25 pul dNTP’s, 1 pl FOF4-Primer, 1 pul FHR-Primer, 0.8 pl Taq
DNA Polymerase und destilliertes Wasser auf 30ul. Das Programm der PCR-Reaktion war: 3
Min. 94C°, 40 Zyklen: 30 Sek. 94C°, 30 Sek. 59C°, 30 Sek. 72C° und 3 Min. 72C°. Das zu
erwartende DNA-Fragment war in Abhidngigkeit vom Genotyp unterschiedlich grof: fiir die
Wildtyp-Tiere +/+ 430 bp, fir die Heterozygoten +/fl 430 bp und 470 bp und fiir die
Homozygoten fl/fl 470 bp.

2.2.1.2.2 Fas deleted

Beim Fas-deleted-PCR-Verfahren wurden folgende Primer angewendet: FHR 5" - GGC TTT
GGA AAG GAATTT CCT CCT AAG AGG - 3", LoxP E2-25 - GTC CTC TAT TAT CCT
CAT CAT GAG - 3". Der Mastermix wurde pro Probe wie folgt angesetzt: 3 pul Puffer, 2.1 pl
MgCly, 1.25 ul dNTP’s, 1 ul LoxP-E2-2-Primer, 1 pl FHR-Primer, 0.5 pl Taq DNA
Polymerase und destilliertes Wasser auf 30ul. Das Programm der PCR-Reaktion war: 3 Min.
94C°, 35 Zyklen: 30 Sek. 94C°, 30 Sek. 58C°, 30 Sek. 72C° und 3 Min. 72C°. Die zu
erwartende DNA-Fragment-GroBe betrug fiir Fas-Knock-out-Tiere 260 bp.

2.2.1.2.3 Keratin 14 Cre

Beim Keratin14-Cre-PCR-wurden folgende Primer angewendet: SC1-101 5° — GTC CAA
TTT ACT GAC CGT ACAC—-37,SC3-1025 —CTG TCA CTT GGT CGT GGC AGC - 3".
Der Mastermix wurde pro Probe wie folgt angesetzt: 3 pl Puffer, 2.1 pul MgCl,, 1.25 pl
dNTP’s, 1pl SC1-101-Primer, 1pl SC-3-102-Primer, 0,5u1 Taq DNA Polymerase und
destilliertes Wasser auf 30ul. Das Programm der PCR-Reaktion war: 3 Min. 94C°, 30-mal:
30 Sek. 94C°, 30 Sek. 61C°, 30 Sek. 72C° und 3 Min. 72C°. Die zu erwartende DNA-
Fragment-Groe betrug fiir Cre-positive Tiere 350 bp.

47



2.2.2 Nachweis der Epidermis-spezifischen Defizienz von Fas-Protein

Die Epidermis-spezifische Fas-Deletion bei Knock-out-Mausen wurde im Immunoblot
nachgewiesen. Der Versuch wurde mit Ohrhaut von erwachsenen Tieren und Rumpfhaut von
neugeborenen Méusen unter Anwendung zweier verschiedener Antikorper durchgefiihrt. Bei
erwachsenen Méiusen wurden ein Ohr, bei neugeborenen ein ca. 2x2cm-grofles Stiick

Rumpfhaut und zusétzlich 2 Extremitétenteile pro Tier als Positivkontrolle entnommen.

2.2.2.1 Trennung von Epidermis und Dermis

Zur Herstellung der Protein-Proben wurde die Epidermis von der Dermis mit Hilfe der
Ammoniumthiocyant-Losung abgetrennt. Dazu wurde ein Stiick Haut auf die gekiihlte
Ammoniumthiocyant-Losung, Dermis-Seite nach unten, gelegt, 30 Min. bei 4°C inkubiert und
dreimal mit gekiihltem PBS gewaschen. Anschlieend wurde Epidermis von der Dermis mit

Hilfe einer Pinzette bei 4°C abgezogen.

2.2.2.2 Herstellung von Protein-Proben

Das Gewebe eines Tieres wurde in 300 pl RIPA(+)-Puffer und 3 pl PMSF-Losung 2 Min. bei
30 Hz im Homogenisator gekiihlt homogenisiert, 1 St. auf dem Rotator bei 4°C extrahiert und
10 Min. bei 4°C und 13200 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Probenpuffer 3:1
verdiinnt und 5 Min. auf 95°C im Wasserbad erhitzt.

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit, Pierce, Rockford, USA
laut Protokoll des Herstellers bestimmt. 2,5 pl Uberstand wurde mit destilliertem Wasser 1:3
verdiinnt und dann mit 200 pl 1:50 A-und-B-Reagenzmischung 30 Min. bei 37°C inkubiert.

AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration mit dem Photometer gemessen.

2.2.2.3 Immunoblot zur Detektion von Fas in erwachsenen Mausen

Die Protein-Proben, je 30pg Protein pro Probe, wurden in Nu PAGE 4-12% oder 10% Bis-
Tris Gelen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, BRD) 1 St. bei 150-200V aufgetrennt und dann
vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (Nitrocellulose Membrane Filter Paper Sandwich
0,2um Pore Size, Invitrogen, Karlsruhe, BRD) fiir 70 Minuten bei 30V {ibertragen. Die
Membran wurde 2 Stunden in 5% Milchpulverlésung/ TBST blockiert.
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Der primédre Antikorper (Kaninchen gegen Fas, M-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA) wurde mit 5% Rinderserumalbumin 1:200 verdiinnt. Die Membran wurde mit dem
Antikorper iiber Nacht bei 4°C auf dem Roller inkubiert und dann in TBST-Puffer 5 Min.
gewaschen.

Der sckundédre Antikorper (Maus gegen Kaninchen IgG-y, mit Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munich, BRD) wurde mit 5% BSA/TBST 1:2000
verdiinnt. Die Membran wurde dann 1 St. bei Raumtemperatur auf dem Rollenmischer mit
dem zweiten Antikorper inkubiert.

Die Membran wurde dreimal 30 Min. mit TBST-Puffer auf dem Rollenmischer gewaschen,
danach 2 Min. mit Chemilumineszenzreagens inkubiert. Der Hyperfilm (Amersham
Bioseciences UK Ltd, Buckinghashire, GrofB3britannien) wurde auf die Membran aufgelegt

und nach 30 Min. entwickelt.

2.2.2.4 Beladungskontrolle (Immunoblot gegen Aktin, erwachsene Miuse)

Die Membran wurde fiir 1 Stunde in 5% Milchpulverlésung/ TBST geschiittelt. Der primére
Antikérper (Maus gegen Aktin; MP Biomedicals, Aurora, USA) wurde mit 2%
Rinderserumalbumin/TBST 1:5000 verdiinnt. Die Membran wurde 1 St. mit dem Antikdrper
bei RT auf dem Rollenmischer inkubiert und dann 5 Min. in PBS gewaschen.

Der sekunddre Antikorper (Ziege gegen Maus-1gG-Fab, mit Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt; Sigma-Aldrich  Chemie GmbH, Munich, BRD) wurde mit 2%
Rinderserumalbumin/TBST 1:2000 verdiinnt. Die Membran wurde 1 St. mit dem Antikorper
bei Raumtemperatur auf dem Roller inkubiert.

Danach wurde sie dreimal fiir 30 Min. in TBST-Puffer auf dem Rollenmischer gewaschen
und 2 Min. mit Chemilumineszenzreagens inkubiert. Der Hyperfilm wurde aufgelegt und

nach 5 Sek. entwickelt.

2.2.2.5 Immunoblot zur Detektion von Fas in neugeborenen Miusen

Die Durchfiihrung erfolgte nach dem modifizierten Protokoll vom Abschnitt 2.2.2.3. Zur
Blockierung wurde 3% Milchpulverlosung/PBS und als Waschlésung PBS/0.005% Tween
verwendet. Der primdre Antikorper (Ratte gegen Fas; Upstate, New York, USA) wurde
1:1000 und der sekundére Antikorper (Kaninchen gegen Ratte-1g, mit Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt; Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) 1:2000 in 3% Milchpulverlosung/PBS
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verdiinnt. Nach der Inkubation mit dem sekundéren Antikorper wurde die Membran zweimal

fiir 5 Min. in PBS und 20 Min. in PBS/0.005 % Tween gewaschen.

2.2.2.6 Beladungskontrolle (Immunoblot gegen Aktin, neugeborene Miuse)

Die Durchfiihrung erfolgte nach dem modifizierten Protokoll vom Abschnitt 2.2.2.4. Zur
Blockierung und Verdiinnung der Antikorper wurde 3% Milchpulverlosung/PBS und als
Waschlsung PBS/0.005% Tween verwendet.

2.2.3 Analyse des Phénotyps der Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Méusen

2.2.3.1 Hautpriaparate und HE-Firbung

Die Vorbereitung der Hautprdparate und Durchfiihrung der HE-Farbung erfolgten wie im
Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben.

2.2.3.2 Immunfluoreszenzfirbung gegen Epidermis-Differenzierungsmarker

Die Paraffinschnitte wurden zweimal fiir 5 Min. in Xylol entparaffiniert und danach in
Alkohol-Losungen rehydratisiert: 5 Min. Isopropanol, 5 Min. 96% Ethanol, 5 Min. 75%
Ethanol, 5 Min. 50% Ethanol.

Die Préparate (auBer Keratin 14-Farbung) wurden danach fiir 3 Min. bei 37°C in 0.01%
Trypsin/0.05M Tris anverdaut, kurz mit PBS gewaschen und 1 Stunde bei Raumtemperatur
mit10% Ziege-Normalserum/PBS blockiert.

Die primdren Antikorper gegen Keratin 1, Keratin 10, Keratin 14, Filaggrin, Loricrin,
Involucrin (Kaninchen gegen Maus, Covance, Princeton, USA) wurden entsprechend 1:500,
1:500, 1:1000, 1:1000, 1:500 und 1:1000 mit der Antikorperverdiinnungslosung (Antibody
Diluent Solution with Background Reducing Components; Dako, Glostrup, Denmark)
verdiinnt. Die Gewebeschnitte wurden mit den Antikdrpern liber Nacht bei 4°C inkubiert und
dann zweimal fiir 5 Min. in PBS (ABC) gewaschen.

Der sekundire Antikorper (Ziege gegen Kaninchen, Alexa 488; Molecular Probes, Leiden,
Holland) wurde 1:500 mit der Antikorperverdiinnungslosung verdiinnt. Als Gegenfarbung
wurde Propidiumjodid in der Konzentration 1pug/ml gleichzeitig benutzt. Die Schnitte wurden

dann 1 Stunde bei RT mit der Losung inkubiert.
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AnschlieBend wurden sie 3 mal 10 Min. in PBS (ABC) gewaschen, fiir 10 Min. mit 4% PFA
fixiert, dann kurz ins destillierte Wasser eingetaucht und mit Gelvatol eingedeckt.

2.2.4 Allergische Kontaktdermatitis

2.2.4.1 Sensibilisierung und Auslésung der Reaktion

Es kam ein etabliertes Protokoll, wie in [98a] beschrieben, zur Anwendung. Fiir die Versuche
wurden die Maéduse mit folgender Narkose-Losung Dbetdubt: 500 pul Ketavet
(Ketaminhydrochlorid 100mg/ml, Pharmacia GmbH, Erlangen, BRD), 250 pul Rompun 2%
(Xylazinhydrochlorid, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, BRD), 4.5 ml NaCl 0,9%
(DeltaSelect, Pfullingen, BRD). Die Losung wurde steril vorbereitet und mit 1ml-Spritzen
und 25G-Nadeln (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, BRD) intraperitoneal, das heif3it in
die Bauchhohle, eingespritzt. Danach wurde Bepanthen-Nasen-und-Augensalbe (Roche
Consumer Health Deutschland GmbH, Eppstein-Bremthal, BRD) auf die Augen aufgetragen,
um die Austrocknung zu verhindern. Als Allergen wurde 2,4-di-Nitrofluorobenzen (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Munich, BRD) benutzt, das mit 4:1 Aceton/Olivendl-Losung

verdinnt wurde.

2.2.4.1.1 Sensibilisierungsphase

In der Sensibilisierungsphase, am sog. Tag 0 des Experiments, wurden dic Méause mit der
Narkose-Losung, wie oben beschrieben, betdubt. Das linke Ohr wurde zweimal mit der
Mikrometerschraube gemessen, um den Ausgangswert der Ohrdicke festzustellen. Fiir die
Sensibilisierung wurden den Tieren die Bduche rasiert. AnschlieBend wurden auf die rasierte

Stelle 25 pl 0,5% DNFB-Losung pipettiert.

2.2.4.1.2 Effektorphase

Zur Auslosung der Effektorphase wurden die Méause am Tag 6 nach der Sensibilisierung mit
der Narkose-Losung betdubt. Das linke Ohr wurde zweimal mit der Mikrometerschraube
gemessen, um den Ausgangswert der Ohrdicke festzustellen. Die Mittelwerte der Tage 0 und
6 diente als Ausgangswert fiir die Ohrdicke. AnschlieBend wurden auf das linke Ohr je 10 pl
0,2% DNFB-Losung auf die Vorder- und auf die Riickseite pipettiert. An den Tagen 7-10
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nach der Sensibilisierung, wurden die Mause betdubt. Das linke Ohr wurde zweimal mit der

Mikrometerschraube gemessen, um die Ohrdicke zu messen.

2.2.4.2 Ohrpriparate

Die Tiere wurden 24 bzw. 96 Stunden nach Auslésung der Effektorphase mit Kohlendioxid
getotet. Folgendes Gewebematerial wurde gesammelt: behandelte und unbehandelte Ohren
fiir Kryoschnitte und Paraffinschnitte. Das Gewebe fiir Kryoschnitte wurde im Einbettmittel
fiir Kryoschnitte (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura Finetek Zoeterwoude, Holland)
eingebettet und sofort auf Trockeneis eingefroren. Das Gewebe fiir Paraffinschnitte wurde in
5% Formalin fixiert und im HypercenterXP-Automat (Shandon, Thermo Electron
Corporation, Waltham, USA) entwéssert, danach in Paraffin eingebettet. Die Blocke wurden
im Institut fiir Pathologie der Universitdt zu K6ln und in der Abteilung fiir Dermatohistologie
der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie der Universitit zu Koln
geschnitten. Die Schnitte wurden auf Polysine-Objekttriger (Menzel GmbH & Co KG,
Braunschweig, BRD) aufgezogen. Die Haematoxylin-Eosin-Féarbung erfolgte im Tissue-Tek
DRS-Automaten (Sakura Finetek Zoeterwoude, Holland) in der Abteilung fiir
Dermatohistologie der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie der

Universitit zu Koln.

2.2.4.3Bestimmung der Anzahl der apoptotischen Keratinozyten bei allergischer

Kontaktdermatitis

Um die Anzahl der apoptotischen Keratinozyten im Gewebe zu bestimmen, wurden die
Paraffinschnitte der Ohren gegen aktive Caspase-3 immunhistochemisch gefarbt. Als
Bestitigung wurde zusitzlich eine TUNEL-Fluoreszenzfirbung (engl. TdT-mediated dUTP
Nick-End Labeling assay) durchgefiihrt. Es wurde jeweils ein Ohrschnitt pro Tier gefarbt.
Von jedem Ohrschnitt wurden 10 zufillige Gesichtsfelder bei 200-facher VergroBerung
ausgewdhlt. Fiir jedes Feld wurden die Caspase-3- oder TUNEL-positiven Zellen in der
Epidermis gezéhlt und die durchschnittliche Anzahl der 10 Felder bestimmt. Die Mittelwerte
wurden dann mit dem zweiseitigen, unpaarigen t-Test bei Hauptversuchen und mit
einseitigen, unpaarigen t-Test bei Kontrollversuchen im GraphPad Prism-Programm Version

4.01 statistisch ausgewertet.
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2.2.4.3.1 Immunhistochemische Firbung gegen aktive Caspase-3

Die Paraffinschnitte wurden zweimal fiir 5 Min. in Xylol entparaffiniert und danach in
Alkohol-Lésungen rehydratisiert: 5 Min. Isopropanol, 5 Min. 96% Ethanol, 5 Min. 75%
Ethanol, 5 Min. 50% Ethanol. Die endogene Peroxidase wurde 20 Min. mit
Perhydrol/Methanol (2 ml 30% H,0,, 70 ml Methanol) blockiert.

Die Gewebeschnitte wurden 5 Min. in PBS gewaschen, dann 15 Min. in Citrat-Puffer pH 6.0
bei 95°C im Wasserbad gekocht und anschlieBend 30 Min. in Citrat-Puffer bei RT gekiihlt.
Anschlieend wurde fiir 1 St. mit 10% Schweine-Normalserum/PBS blockiert.

Der primédre Antikorper (Kaninchen gegen aktive Caspase-3, Cell Signaling Technology, Inc.,
Denver, USA) wurde 1:50 mit der Antikorperverdiinnungslosung (Antibody Diluent Solution
with Background Reducing Components; Dako, Glostrup, Denmark) verdiinnt. Die
Gewebeschnitte wurden mit dem Antikorper tiber Nacht bei 4°C inkubiert und dann dreimal
fiir 5 Min. in PBS/0,005% Triton gewaschen.

Der sekundidre Antikorper (Ziege gegen Kaninchen-Immunoglobuline, mit Meerrettich-
Peroxidase  gekoppelt; Dako, Glostrup, Denmark) wurde 1:50 mit der
Antikorperverdiinnungslosung verdiinnt. Das Gewebe wurde anschlieBend 1 St. bei RT mit
dem zweiten Antikorper inkubiert und dreimal 5 Min. in PBS/0,005% Triton gewaschen.

Die Farbung wurde dann 10 Min. mit der Chromogenlésung (Liquid 3,3’-diaminobenzidine
Substrate Chromogen System; Dako, Glostrup, Denmark) entwickelt.

Es wurde eine Hiamatoxylin-Eosin-Farbung als Gegenfarbung durchgefiihrt: 2 Min.
Hamatoxylin, 10 Sek. destilliertes Wasser, 2 Min. 20% Salzsdure-Alkohol, 1.5 Min.
Leitungswasser, 10 Sek. destilliertes Wasser, 5 Min. Eosin.

AnschlieBend wurden die Schnitte in Alkohol-Ldsungen entwissert: 5 Sek. 75% Ethanol, 5
Sek. 96% Ethanol, 2 Min. Isopropanol, 3.5 Min. Xylol, in Entellan (Schnelleindeckmittel fiir
Mikroskopie, Merck, Haar, BRD) eingebettet und mit Deckgldsern (Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda-Konigshofen, BRD) eingedeckt.

2.2.4.3.2 TUNEL-Fluoreszenzfirbung
Die TUNEL-Fluoreszenzfarbung wurde mit Hilfe des DeadEnd Fluorimetric TUNEL System,

Promega GmbH, Mannheim, BRD laut Protokoll des Herstellers mit Modifikationen
durchgefiihrt.
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Die Paraffinschnitte wurden zweimal fiir 5 Min. in Xylol entparaffiniert und danach in
Alkohol-Losungen rehydratisiert: 5 Min. 99.8% Ethanol, 3 Min. 99.8% Ethanol, 3 Min. 95%
Ethanol, 3 Min. 85% Ethanol, 3 Min. 70% Ethanol, 3 Min. 50% Ethanol.

Die Gewebeschnitte wurden dann 5 Min. in 0,85 % NaCl und weitere 5 Min. in PBS
gewaschen, 15 Min. mit 4% PFA/PBS fixiert, zweimal 5 Min. in PBS gewaschen, 10 Min.
mit 20 pg/ml Proteinase K bei RT inkubiert, 5 Min. in PBS gewaschen, 5 Min. mit 4%
PFA/PBS fixiert, 5 Min. in PBS gewaschen und 10 Min. mit dem Aquilibrierungspuffer (engl.
Equilibration Buffer) bei RT dquilibriert.

TdT-Inkubationspuffer (engl. TdT Incubation Buffer) wurde pro Schnitt wie folgt angesetzt:
45ul Aquilibrierungspuffer, 5 ul Nukleotidmischung (engl. Nucleotide Mix), 1 ul TdT-Enzym
(engl. TdT Enzyme). Die Schnitte wurden danach 1 St. bei 37°C in einer Feuchtkammer mit
TdT-Inkubationspuffer inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch 15 Min. Inkubation
mit 2-facher SSC-Losung beendet.

Die Gewebeschnitte wurden dreimal 5 Min. in PBS gewaschen, 15 Min. mit 1 pg/ml
Propidium Jodid/PBS bei RT inkubiert, dreimal 5 Min. in destilliertem Wasser gewaschen, in

Gelvatol eingebettet und mit Deckgldsern eingedeckt.

2.2.44 Bestimmung der Anzahl proliferierender Zellen bei allergischer
Kontaktdermatitis

Um die Anzahl proliferierender Zellen im Kontaktdermatitis-Gewebe zu bestimmen, wurden
die Ohrkryoschnitte gegen das Ki-67-Antigen mit Hilfe der Immunfluoreszenzmethode
gefarbt. Um das Ergebnis mit einer anderen Methode zu iiberpriifen, wurde der Einbau von
BrdU als Marker fiir die Zellproliferation in der immunhistochemischen Féarbung benutzt. Es
wurde jeweils ein Ohrschnitt pro Tier gefarbt. Von jedem Ohrschnitt wurden 10 zufillige
Gesichtsfelder bei 200-facher VergroBerung fiir die Ki-67-Farbung und bei 400-facher
VergroBerung fiir BrdU-Féarbung ausgewéhlt. Bei jedem Feld wurden danach entsprechend
die Ki-67- oder die BrdU-positiven Zellen in der Epidermis gezéhlt und die durchschnittliche
Anzahl positiver Zellen in 10 Feldern bestimmt. Die Mittelwerte dienten dann zur
statistischen Auswertung mit dem zweiseitigen, unpaarigen t-Test im GraphPad Prism-

Programm Version 4.01.
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2.2.4.4.1 Immunfluoreszenzfirbung gegen Ki-67

Die Kryoschnitte wurden 10 Min. bei RT in Aceton fixiert und 30 Min. bei RT mit 10%
Ziegen-Normalserum/PBS blockiert.

Der primédre Antikorper (Ratte gegen Ki-67, TEC-3; Dako, Glostrup, Denmark) wurde 1:50
mit 2% Rinderserumalbumin/PBS verdiinnt. Die Gewebeschnitte wurden dann 45 Min. bei
RT oder iiber Nacht bei 4°C mit dem Antikorper inkubiert.

Die Gewebeschnitte wurden flinfmal fiir 5 Min. in PBS/0,05% Tween gewaschen. Der
sekundire Antikorper (Ziege gegen Ratte, Alexa 488; Molecular Probes, Leiden, Holland)
wurde 1:500 in 2% Rinderserumalbumin/PBS oder in 1:8 Maus-Normalserum/PBS verdiinnt.
Als Gegenfiarbung wurde Propidiumjodid in der Konzentration 1pg/ml gleichzeitig benutzt.
Die Schnitte wurden dann 1 St. bei RT mit der Losung inkubiert.

Anschliefend wurden sie 5 mal 5 Min. in PBS/0,05% Tween gewaschen, dann kurz ins

destillierte Wasser eingetaucht und mit Gelvatol eingedeckt.

2.2.4.4.2 Immunhistochemische Firbung gegen BrdU

2 St. vor der Tétung wurden den Midusen 250ul 16mg/ml BrdU/PBS-Lésung (5-Bromo-
2’deoxyuridine; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD) intraperitoneal eingespritzt.
Danach wurden die Hautproben entnommen und die immunhistochemische Farbung gegen
BrdU im Gewebe der entziindeten Ohren durchgefiihrt.

Das Entparaffinieren und das Rehydratisieren wurden nach dem Protokoll von Abschnitt
2.2.3.2 durchgefiihrt. Die Paraffinschnitte wurden dann 5 Min. bei Raumtemperatur in
Automation Buffer (Biomeda Corp., Foster City, USA) gewaschen und 30 Min. bei 37°C in
vorerwarmter 2N HCI-Losung inkubiert. Borat-Puffer wurde frisch aus den Borsdure- und
Borax-Stocklosungen angesetzt und bei 37°C erwarmt. Die Schnitte wurden danach 3 Min.
bei Raumtemperatur im erwirmten Borat-Puffer gewaschen.

Das Gewebe wurde fiir 3 Min. bei 37°C in 0.01% Trypsin/0.05M Tris anverdaut, 2 Min. in
destilliertem Wasser gewaschen, 5 Min. bei Raumtemperatur in Automation Buffer
gewaschen, 20 Min. in 10% Ziegen-Normalserum/PBS blockiert. Dann wurde die endogene
Peroxidase 20 Min. mit Peroxidaseblockierungslosung (Peroxidase Block; Dako, Glostrup,
Denmark) blockiert. Die Schnitte wurden anschlieend fiir 5 Min. in PBS gewaschen.

Der primdre Antikorper (Maus gegen BrdU, BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) wurde

1:50 mit 1% Rinderserumalbumin verdinnt. Die Gewebeschnitte wurden tuber Nacht bei 4°C
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mit dem Antikdrper inkubiert, einmal 5 Min. in PBS/0.005% Triton und dann zweimal fiir 5
Min. in PBS gewaschen.

Der sekundire Antikdrper (Ziege gegen Maus-Immunoglobuline, mit Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt; Dako, Glostrup, Denmark) wurde 1:50 mit Antikérperverdiinnungslésung (Dako,
Glostrup, Denmark) verdiinnt. Die Ohrschnitte wurden 1 St. mit dem Antikorper bei RT
inkubiert, einmal 5 Min. in PBS/0.005% Triton gewaschen, dann zweimal 5 Min. in PBS
gewaschen, 10-30 Min. mit der Chromogenlosung (Liquid 3,3’-diaminobenzidine Substrate
Chromogen System; Dako, Glostrup, Denmark) entwickelt und anschlieend fiir 5 Min. in
PBS gewaschen.

Es wurde eine Haematoxylin-Eosin-Farbung nach dem Protokoll aus Abschnitt 2.2.4.2 als
Gegenfarbung durchgefiihrt. Zum Schlufl wurden die Schnitte in Entellan eingebettet und mit
Deckgldsern eingedeckt.

2.245 Expression und Aktivitit antiapoptotischer Signale in der Epidermis
bei allergischer Kontaktdermatitis

2.2.4.5.1 Immunfluoreszenzfirbung gegen Bcel-xI

Das Entparaffinieren und das Rehydratisieren wurden nach dem Protokoll vom Abschnitt
2.2.3.2 durchgefiihrt. Die Gewebeschnitte wurden dann 20 Min. in Citrat-Puffer pH 6.0 bei
95°C im Wasserbad gekocht und anschlieBend 30 Min. in Citrat-Puffer bei RT gekiihlt. Die
Proteine wurden 1 Stunde mit Proteinblockierungslosung (Protein Block; Dako, Glostrup,
Denmark) blockiert.

Der primédre Antikorper (Kaninchen gegen Bcl-xI; Cell Signaling Technology, Inc., Denver,
USA) wurde 1:250 mit der Antikorperverdiinnungslosung (Antibody Diluent Solution with
Background Reducing Components; Dako, Glostrup, Denmark) verdiinnt. Die
Gewebeschnitte wurden mit dem Antikérper liber Nacht bei 4°C inkubiert, dann einmal 5
Min. in PBS/0.005% Triton gewaschen und anschliefend zweimal 5 Min. in PBS gewaschen.
Der sekunddre Antikorper (Ziege gegen Kaninchen, Alexa 488; Molecular Probes, Leiden,
Holland) wurde 1:500 mit Antikdrperverdiinnungslosung (Dako, Glostrup, Denmark)
verdiinnt. Als Gegenfarbung wurde Propidiumjodid in der Konzentration 1pug/ml verwendet.
Die Schnitte wurden dann 1 St. bei RT mit der Losung inkubiert, einmal 5 Min. in
PBS/0.005% Triton und zweimal 5 Min. in PBS gewaschen. Am Ende wurden die Schnitte 5
Min mit 1% PFA fixiert, in Entellan eingebettet und mit Deckgldsern eingedeckt.
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2.2.4.5.2 Immunfluoreszenzfirbung gegen pAKT

Die Kryoschnitte wurden getrocknet, dann 15 Min. mit 4% PFA/2% Eisessig/PBS fixiert,
zweimal 5 Min. in PBS gewaschen, 2 Min. mit 95:5 Methanol/Eisessig bei 0°C inkubiert, 5
Min. mit PBS gewaschen und 30 Min. mit 8% BSA/PBS bei RT blockiert.

Der primédre Antikdrper (Kaninchen gegen Phospho-AKT; Cell Signaling Technology, Inc.,
Denver, USA) wurde 1:50 mit Antikorperverdiinnungslosung (Dako, Glostrup, Denmark)
verdiinnt. Die Schnitte wurden mit dem Antikérper tiber Nacht bei 4° inkubiert und danach
dreimal in PBS gewaschen.

Der sekundire Antikorper (Ziege gegen Kaninchen, Alexa 488; Molecular Probes, Leiden,
Holland) wurde 1:500 mit Antikorperverdiinnungslosung verdiinnt. Die Gewebeschnitte
wurden mit dem Antikorper 45 Min. bei RT inkubiert, dreimal in PBS gewaschen, 5 Min. mit
0,5 ng/ml DAPI/PBS oder 15 Min. mit 1 pg/ml Propidiumjodid/PBS bei RT inkubiert und 5
Min. in PBS gewaschen,

Am Ende wurden die Schnitte 5 Min. mit 1% PFA fixiert, kurz in destilliertes Wasser

getaucht, in Gelvatol eingebettet und mit Deckgldsern eingedeckt.

2.2.4.5.3 Immunfluoreszenzfirbung gegen pERK (Phospho-p44/42MAPK)

Die Durchfithrung erfolgte nach dem Protokoll aus Abschnitt 2.2.4.5.2 Der primire
Antikoérper (Kaninchen gegen Phospho-p44/42MAPK; Cell Signaling Technology, Inc.,

Denver, USA) wurde 1:100 mit Antikorperverdiinnungslosung verdiinnt.

2.2.5 UVB-induzierte Dermatitis

2.2.5.1 UVB-Bestrahlung der Miuse

Die Bestrahlung der Miuse wurde im Institut fiir Virologie der Universitit zu Koln
durchgefiihrt. Die Mduse wurden zundchst mit der Narkose-Losung betdubt. Das Protokoll fiir
die Betdubung befindet sich im Abschnitt 2.2.4.1. AnschlieBend wurden die Augen mit
Bepanthen-Nasen-und-Augensalbe abgedeckt, um die Augen-Schiden vorzubeugen. Danach
wurde eine ca. 2x2cm-grofe Oberfliche am Riicken der Maus rasiert. Die Mause wurden mit
einer Dosis von 0.3 Jicm® UVB-Licht bestrahlt. Als UVB-Strahlenquelle diente eine
Waldmann-Lampe (Herbert Waldmann GmbH & Co. KG, Villingen-Schwenningen, BRD).
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2.2.5.2 Hautpréparate

Die Méuse wurden 18 bzw. 24 Stunden nach der Bestrahlung mit Kohlendioxid getotet und es
wurden Hautproben fiir Paraffin- und Kryoprédparate entnommen. Die Aufarbeitung des

Gewebes erfolgte wie im Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben.

2.2.5.3 Bestimmung der Zahl von Sonnenbrandzellen (sun burn cells) in der UVB-
bestrahlten Haut

Die Kriterien zur Unterscheidung der Sonnenbrandzellen von anderen Zellen der Epidermis
waren ein kondensierter Zellkern und ein eosinophiles Zytoplasma.

Es wurde jeweils ein Ohrschnitt pro Tier mit der Himatoxylin-Eosin-Methode gefarbt. Von
jedem Ohrschnitt wurden 15 zufillige Gesichtsfelder bei 400-facher VergroBerung
ausgewahlt. Fiir jedes Feld wurde danach die Anzahl der Sonnenbrandzellen und am Schluss
die Durschnittsanzahl der 15 Felder bestimmt. Die Mittelwerte wurden dann mit dem
zweiseitigen, unpaarigen t-Test im GraphPad Prism-Programm Version 4.01 statistisch

ausgewertet.

2.2.6 Experimente mit kultivierten Keratinozyten

2.2.6.1 Isolierung der priméren murinen Keratinozyten

Die primdren murinen Keratinozyten wurden aus der Epidermis der neugeborenen, nicht mehr
als 3-Tage-alten Méuse isoliert. Die Méuse wurden durch Dekapitation getotet. Die Korper
wurden dann 1 Stunde auf Eis gekiihlt und danach mit folgenden Losungen gewaschen: 1
Min. 50% Betaisodona lodine/PBS, 2 Sek. PBS, 1 Min. 70% Ethanol, 2 Sek. sterile PBS-
Losung. Auf einer sterilen Schale wurden Schwanz und Extremititen abgeschnitten und
spater fir die Typisierung benutzt. Die Haut wurde abgezogen und auf 0,025%
Trypsin/PBS/EDTA, mit der Epidermis nach oben, iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurde die Epidermis von der Dermis mit Hilfe einer Pinzette abgetrennt.
Die Epidermis wurde mit zwei Skalpellen auf einer Schale zerkleinert. Die epidermalen
Fragmente von einer Maus wurden dann in 1,5 ml FAD-Medium fiir 30 Min. bei RT und

1000 rpm in einem Thermomixer resuspendiert.
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Die Suspension wurde dann auf Collagen-1-beschichteten 6-Well-Platten (BioCoat, BD
Biosciences, Heidelberg, Germany) ausplattiert und mit 3T3-Fibroblasten in konditioniertem
Medium bei 32°C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert.

2.2.6.2 Zellkultur

Die Keratinozyten wurden auf Collagen-I-beschichteten Zellkulturschalen (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) mit 3T3-Fibroblasten als Feeder in FAD-Medium bei 32°C und 5%
CO; im Brutschrank kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt, die

abgestorbenen 3T3-Fibroblasten wurden durch frische Zellen systematisch ersetzt.

2.2.6.2.1 Beschichtung der Schalen

Die Schalen wurden mit Rinder-Collagen Typ | (Biochrom AG, Berlin, BRD) beschichtet. 2
mg/ml Collagen/0,1% Essigsdure — Losung wurde mit PBS auf 20 pg/ml verdiinnt. Die
Losung wurde dann auf die Platten aufgetragen und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Losung

wurde abgesaugt und die Platten wurden zweimal mit PBS gewaschen.

2.2.6.2.2 Ziichtung der 3T3-Fibroblasten

Die 3T3-Fibroblasten vom Stamm J2 wurden in DMEM-Medium (Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium, Biochrom AG, Berlin, BRD) mit 10% FCS (engl. fetal calf serum, fotales
Rinderserum, Biochrom AG, Berlin, BRD) kultiviert [66]. Bevor sie fiir
die Keratinozytenkultur benutzt wurden, wurden sie mit 0,004 mg/ml Mitomycin C (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD) fiir 2 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert,
zweimal mit PBS gewaschen und mit 0,1% Trypsin/EDTA-LG6sung (Seromed GmbH, Wien,
Osterreich) bei 37°C nach 1 Min. Inkubation abgeldst.

2.2.6.2.3 Vorbereitung des konditionierten FAD-Mediums
Das konditionierte FAD-Medium wurde aus dem Kulturiiberstand von Wildtyp-

Mauskeratinozyten nach ein bis zwei Tagen Kultur gewonnen, mit Sterilfilter (0,2 pwm, Pall

Corporation, Dreieich, BRD) filtriert und mit frischem FAD-Medium 1:1 verdiinnt.
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2.2.6.3 Bestimmung der Proliferation von kultivierten Keratinozyten

Die Proliferation der kultivierten Keratinozyten wurde mit der Hilfe von Wachstumskurven

und BrdU-Farbung mit Auswertung der Anzahl BrdU-positiver Zellen bestimmt.

2.2.6.3.1 Wachstumskurven

Die Zellen wurden auf Collagen-1-beschichteten 6-Well-Platten (BioCoat, BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) ohne 3T3-Fibroblasten in konditioniertem Medium ausplattiert, je
30000 Zellen pro Schale und 5 MeBpunkte pro Zellinie. Die Zellen wurden an verschiedenen
Kulturtagen mit Trypsin/ EDTA von den Schalen abgeldst. Nach Resuspendierung wurde die
Zellzahl mit dem Casy-Scharfe-System (Schérfe System GmbH, Reutlingen, BRD) nach den

Vorgaben des Herstellers gemessen.

2.2.6.3.2 BrdU-Firbung der Zellen

Chamberslides (Lab-Tek Permanox Chamber Slide, Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, USA) wurden mit Collagen | wie unter Punkt 2.2.6.2.1 beschrieben beschichtet. Es
wurden 30000 Zellen pro Slide ausplattiert und sowohl in konditioniertem, als auch in
normalem FAD-Medium iiber Nacht kultiviert.

Die Zellen wurden mit frischem Medium versehen und nach 2 Stunden wurde 1uM BrdU
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD) hinzugegeben und die Zellen fiir 30 Min.
bei 37°C inkubiert. Nach Fixation mit 70% Ethanol fiir 30 Min. bei Raumtemperatur und
anschlieBender Trocknung wurden die Zellen fiir 2 Min. mit 0,07N NaOH bei
Raumtemperatur inkubiert und mit PBS pH 8,5 gewaschen.

Der primdre Antikorper gegen BrdU (Maus gegen BrdU, BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA) wurde 1:5 mit PBS/0,5% Tween verdiinnt und fiir 45 Min. bei RT auf die Zellen
gegeben. Der sekundire Antikorper (Ziege gegen Maus IgG1, Alexa 488; Molecular Probes,
Leiden, Holland) wurde 1:500 mit PBS/0,5% Tween verdiinnt. Die Zellen wurden mit dem
Antikoper 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und danach 10 Min. mit 1pg/ml
Propidiumjodid/PBS gegengefirbt.

Die Zellen wurden dreimal 15 Min. mit PBS gewaschen, 10 Min. mit 4% Formaldehyd bei

Raumtemperatur fixiert, kurz mit destilliertem Wasser gespiilt und in Gelvatol eingebettet.
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Es wurde der prozentuale Anteil der BrdU-positiven Zellen im Verhéltnis zur Gesamtzahl der
Zellen bestimmt. Dazu wurden min. 150 Zellen pro Ansatz unter dem Fluoreszenzmikroskop
bei einer Vergroflerung von 200x ausgezéhlt. Die Werte wurden dann mit dem zweiseitigen,

unpaarigen t-Test im GraphPad Prism-Programm Version 4.01 statistisch ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der Epidermis-spezifischen Deletion des Fas-Proteins

3.1.1. PCR-Analyse

Der Genotyp der Méduse wurde mittels PCR iiberpriift (Abb. 3.1). Durch die PCR-
Bedingungen konnten Wildtyp-Fas-Allele (Fragmentldnge: 430 bp) von gefloxten Fas-
Allelen (Fragmentldnge: 470 bp) unterschieden werden. Gefloxte Fas-Allele enthalten loxP-
Sequenzen (Abb. 3.1 a).

d Fas flox fl/fl fl/fl +/+ fl/fl fl/+ fl/+ fl/+ +/+ +/+

500 bp

470 b
400 bp b

430 bp

b K14 Cre (-)(+) C Fasdel (-)(+)

Abb. 3.1 Typisierung der Mduse, Beispielbild. a) Fas floxed: fl/fl (ein 470 bp langes
Fragment) — homozygot fiir “floxed”-Sequenz, d.h. beide Fas-Allele enthalten loxP-Sequenz;
fl/+ (ein 470 bp und ein 430 bp langes Fragment) - heterozygot fiir “floxed”’-Sequenz, d.h.
nur ein Fas-Allel enthielt loxP-Sequenz; +/+ (ein 430 bp langes Fragment) — Wildtyp; b)
Keratin 14 Cre: - (keine Bande) - Wildtyp; + (ein 350 bp langes Fragment) — Anwesenheit
des Cre-Rekombinase-Gens unter der Kontrolle des Keratin-14-Promoters; c) Fas deleted: -
(keine Bande) - Wildtyp; + (ein 260 bp langes Fragment) — min. ein Allel des Fas-Gens nicht

funktional, d.h. Exon IX in minimum einem Fas-Allel durch Cre-Rekombinase ausgeschnitten.
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Zusitzlich wurde die Anwesenheit des Cre-Rekombinase-Gens unter der Kontrolle des
Keratin-14-Promoters (Fragmentlénge: 350 bp) nachgewiesen (Abb. 3.1 b). Bei Prisenz der
loxP-Sequenzen schneidet die Cre-Rekombinase das Exon 1X vom Fas-Gen aus, wodurch das
funktionale Protein Fas in Keratin-14 exprimierenden Zellen deletiert wird. Die Deletion des
Fas-Gens dufert sich in der PCR durch ein 260 bp — langes Fragment (Abb. 3.1 c).

Méuse, die in der PCR-Typisierung den Genotyp: Fas fl/fl und K 14 Cre (+) haben, sind
Epidermis-spezifische Fas-Knock-outs, d.h. sie weisen die Fas- Deletion in Zellen auf, die
Keratin 14 produzieren. Hauptsdchlich geht es hier um epidermale Keratinozyten. Als

Bestitigung erscheint in “Fas deleted” PCR eine Bande.

3.1.2. Western blot Analyse

Es wurde ein Western blot durchgefiihrt, um nachzuweisen, dass das Fas-Protein in der
Epidermis von den Knock-out-Mausen nicht vorhanden ist.

In dem Versuch wurde Ohrepidermis von 6 erwachsenen Tieren (3 Knock-out- und
3 Kontrollmdusen) sowie Epidermis vom Riicken und Extremititengewebe von 4
neugeborenen Miusen (2 Knock-out- und 2 Kontrollmiusen) benutzt. Ohrepidermis ist die
von einem Ohr mittels Ammonium Thiocyanat selektiv abgeldste Epidermis; unter
Extremititengewebe ist das gesamte Gewebe eines Beines (also einschlieBlich Knorpel,

Knochen, Bindegewebe, Haut usw.) zu verstehen.

Epidermis-Gewebe

ct ct KO KO ¢t KO (1)

49kDa pes= = 1 .

38 kDa S

Abb. 3.2 Western blot zum Nachweis der Epidermis-spezifischen Fas-Deletion in der Ohr-
Epidermis von erwachsenen Knock-out-Mdusen (KO). Prdsenz des Fas-Proteins in der

Epidermis bei Kontrollmdusen (ct) sowie in Thymus-Extrakt als Positivkontrolle (+).
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Der Western blot zeigte bei allen Epidermis-Proben von Wildtyp-Mausen in der 45kDa-Ho6he
ein positives Signal des Fas-Proteins, wahrend bei allen Knock-out-Epidermis-Proben kein
Signal zu sehen war (Abb. 3.2, 3.3). Das Ergebnis war identisch fiir erwachsene und
neugeborene Tiere. Im Extremitdtengewebe dagegen war das Fas-Signal iiberall detektierbar
(Abb. 3.3)). Zur Sicherung der gleichméBigen Beladung der Bahnen wurde eine
Beladungskontrolle mit einem Antikorper gegen Aktin mitgefiihrt.

Epidermis-Gewebe  Extremititen-Gewebe

ct ct KO KO ¢t ct KO KO )

49 KDa s
38 kDa ey

Aktin — — — — i —— . —

Abb. 3.3 Western blot zum Nachweis der Epidermis spezifischen Fas-Deletion in der
Riickenhaut von neugeborenen Knock-out-Mdusen (KO). Prisenz des Fas-Proteins in der
Epidermis von Kontrollmdusen (ct) und im Extremitditen-Gewebe bei allen Mdusen, Thymus-

Extrakt als Positivkontrolle (+).

3.2 Spontaner Phinotyp der Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Méuse

3.2.1 Phéanotyp - makroskopisch

Makroskopisch ~ zeigten die  Epidermis-spezifischen  Fas-Knock-out-Mause  keine

Auffalligkeiten. Sie entwickelten sich normal und waren von Wild-Typ-Tieren im gleichen
Wurf duBlerlich nicht zu unterscheiden (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 Unauffilliges Erscheinungsbild der Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Mduse.
3 mdnnliche Tiere vom gleichen Wurf (von der linken Seite): Fas fl/fl Cre —, Fas fl/+ Cre +
(Heterozygot), Fas fl/fl Cre + (Homozygot).

3.2.2 Phénotyp - mikroskopisch

Die histologische Analyse des Hautphinotyps erfolgte an HE-gefarbten Paraffin-Schnitten
von Hautbiopsien. Hier waren keine Unterschiede zwischen Epidermis-spezifischen Fas-
Knock-out-Méusen und Kontrollen feststellbar (Abb. 3.5, 3.6).
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Abb. 3.5 Mikroskopische Bilder von Hautschnitten von neugeborenen Epidermis-spezifischen
Fas-Knock-out-Mdusen (KO) und Kontrollen (ct). (HE-Fdrbung bei 200- und 400-facher
Vergroflerung)
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Abb. 3.6 Mikroskopische Bilder von Hautbiopsien von erwachsenen Epidermis-spezifischen
Fas-Knock-out-Mdusen (KO) und Kontrollen (ct). (HE-Féirbung bei 200- und 400-facher
Vergroferung)

Immunfarbung gegen die differenzierungsabhéngig exprimierten Proteine: Keratin-1, Keratin-
10, Keratin-14, Filaggrin, Involucrin und Loricrin sowie gegen die Apoptose-Marker: aktive
Caspase-3 (Daten nicht gezeigt) und TUNEL (engl. TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling
assay), und den Proliferationsmarker Ki-67 (Daten nicht gezeigt) zeigten keine Unterschiede
im Vergleich zwischen Knock-out-Mausen und Kontrollen. Bei der Caspase-3-Farbung
wurden keine positiven Zellen in der Epidermis gefunden, in der TUNEL-Féarbung waren
einzelne positive Zellen im Stratum corneum erkennbar. Die Ki-67-Fiarbung zeigte positive
Zellen vorwiegend im Bereich des Haarfollikel- Bulbus (Abb. 3.7, 3.8, 3.9).
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Abb. 3.7 Expression von Keratin-1 (K1), Keratin-10 (K10) und Keratin-14 (K14) in der Haut
von neugeborenen Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Mdusen (KO) und Kontrollen (ct).

(Immunfluoreszenzfirbung bei 200-facher Vergroferung, griin — Signal der Immunfirbung,
rot — Zellkerne)
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Abb. 3.8 Expression von Filaggrin (Fil), Involucrin (Inv) und Loricrin (Lor) in der Haut von
neugeborenen Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Mdusen (KO) und Kontrollen (ct).

(Immunfluoreszenzfirbung bei 200-facher Vergrdferung, griin — Signal der Immunfirbung,
rot — Zellkerne)
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Abb. 3.9 TUNEL-positive Zellen in der gesunden Haut von erwachsenen Epidermis-
spezifischen Fas-Knock-out-Mdusen (KO) und Kontrollen (ct), die Pfeile zeigen positive
Keratinozyten im Stratum corneum. (TUNEL-Fdirbung bei 200-facher Vergrofierung, griin —
Signal der TUNEL- Fdrbung, rot — Zellkerne)

3.3 Allergische Kontaktdermatitis

Bei Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Mausen und Wildtyp-Méusen als Kontrollen
wurde eine allergische Kontaktdermatitis an der Ohrhaut ausgelost. Die Méuse wurden zuerst
mit dem Allergen (DNFB) sensibilisiert (Sensibilisierung) und 6 Tage spiter wurde die

Reaktion ausgelost (Auslosung).

3.3.1 Zunahme der Ohrdicke

Um das Ausmal} der entziindlichen Reaktion bei der Kontaktdermatitis in Fas-Knock-out-
Maéusen festzustellen, wurde die Dicke des behandelten Ohres gemessen.

Es wurde bei insgesamt 30 Tieren im Alter von 7 bis 12 Wochen, 15 KO-Tieren: 9 Weibchen,
7 Ménnchen und 15 Kontrolltieren: 6 Weibchen, 8 Méannchen gemessen.

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Zunahme der Ohrdicke 24, 48,
72 und 96 Stunden nach Auslosung der Reaktion (die Auslosung erfolgte 6 Tage nach der
Sensibilisierung) zwischen Knock-out-Mausen und Kontrollmdusen gefunden (Abb. 3.10,
3.11, 3.12,3.13, 3.14).

Um mogliche geschlechtsspezifische Unterschiede in der Zunahme der Ohrdicke zu erfassen,
wurden die Tiere in vier Gruppen eingeteilt und nur jeweils die weiblichen und die
méinnlichen Gruppen verglichen. Die méinnliche Gruppe entwicklete ein weniger ausgeprégtes
Odem im Vergleich zur weiblichen Gruppe, die Schwellung lieB bei den Minnchen auch

frither nach. 96 Stunden nach Beginn der Kontaktdermatitis wurde bei ihnen ein Riickgang
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der Ohrschwellung registriert, wihrend bei den Weibchen die Schwellung weiter anstieg

(Abb. 3.14).
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Abb. 3.10 Zunahme der Ohrdicke in Prozent des Ausgangswertes 24 Stunden
nach der Reaktionsauslosung, d.h. 6 Tage + 24 Stunden nach der Sensibilisierung (KO —

Knock-out-Mduse, ct — Kontrollmduse, W — Weibchen, M — Mdnnchen).
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Abb. 3.11 Zunahme der Ohrdicke in Prozent des Ausgangswertes 48 Stunden

nach der Reaktionsauslosung, d.h. 6 Tage + 48 Stunden nach der Sensibilisierung (KO —
Knock-out-Mduse, ct — Kontrollmduse, W — Weibchen, M — Mdnnchen).
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Abb. 3.12 Zunahme der Ohrdicke in Prozent des Ausgangswertes 72 Stunden

nach der Reaktionsauslosung, d.h. 6 Tage + 72 Stunden nach der Sensibilisierung (KO —

Knock-out-Mduse, ct — Kontrollmduse, W — Weibchen, M — Mdnnchen).

225m=
200=
175+
150~
125+
100+

Anstieg der Ohrdicke [%]

KO 6d96h W

ct6d96h W KO 6d96h M  ct 6d96h M

Abb. 3.13 Zunahme der Ohrdicke in Prozent des Ausgangswertes 96 Stunden

nach der Reaktionsauslosung, d.h. 6 Tage + 96 Stunden nach der Sensibilisierung (KO —

Knock-out-Mduse, ct — Kontrollmduse, W — Weibchen, M — Mdnnchen)
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Abb. 3.14 Zunahme der Ohrdicke in Prozent des Ausgangswertes 24, 48, 72 und 96 Stunden
nach der Reaktionsausiosung, d.h. 6 Tage 24, bzw. 48, bzw. 72, bzw. 96 Stunden nach der
Sensibilisierung (KO — Knock-out-Mduse, ct — Kontrollmduse, W — Weibchen, M —
Mcdnnchen).

3.3.2 Ausmaf der Keratinozyten-Apoptose bei allergischer Kontaktdermatitis

3.3.2.1 Anzahl der Caspase-3-positiven Keratinozyten

Um das Ausmall der Keratinozyten-Apoptose bei der allergischen Kontaktdermatitis in
Wildtyp- und Fas-Knock-out-Méusen zu vergleichen, wurde die Anzahl der Caspase-3-
Fragment-positiven Zellen in der Epidermis bestimmt. Das Caspase-3-Fragment entsteht
wiahrend der Apoptose aus Caspase-3, die durch proteolytische Spaltung aktiviert wird und
dann die Proteolyse der Todessubstrate durchfiihrt.

Fir das Verfahren wurde Material von zwei verschiedenen Zeitpunkten
nach Reaktionsauslosung benutzt. 24 Stunden nach DNBF-Reexposition (Auslosung) wurden
Hautbiopsien von 8 Weibchen im Alter von 6 bis 7 Wochen, 4 KO-Tieren und 4 Kontrollen,
entnommen. Von 16 Tieren im Alter von 7 bis 12 Wochen, 4 KO-Weibchen, 4
Kontrollweibchen, 4 KO-Minnchen und 4 Kontrollmannchen wurde das Versuchsmaterial

dagegen 96 Stunden nach Auslésung der Dermatitis entnommen. An histologischen Schnitten
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von diesen Hautproben wurden Immunfarbungen gegen aktivierte Caspase-3 (Caspase-3-
Fragment) vorgenommen. Fiir jedes Tier wurde die Durchschnittszahl der Caspase-3-
Fragment-positiven Keratinozyten aus 10 Gesichtsfeldern bei 200-facher VergroBerung
bestimmt (Abb. 3.15, 3.16).

Im 24-Stunden-Versuch betrug die Anzahl der Capase-3-Fragment-positiven Keratinozyten
pro 200x-Gesichtsfeld bei KO-Méusen 0.4 (+£0.178) und bei Kontrollen 0.225 (£0.04787),
p=0.379. Im 96-Stunden-Versuch wurden folgende Werte festgestellt: bei KO-Weibchen 1.25
(£0.05), bei Kontrollweibchen 0.575 (£0.1548), p=0.01; bei KO-Ménnchen 1.5 (+0.2799) und
bei Kontrollménnchen 0.525 (£0.1315), p=0.02 (Tabelle 3.1).

Abb. 3.15 Apoptose der Keratinozyten bei allergischer Kontaktdermatitis. Die Pfeile zeigen
Caspase-3-Fragment-positive Zellen in der Epidermis. (Immunhistochemie bei 400-facher

Vergroferung, braun — Hauptfdirbung, HE als Gegenfdrbung)
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Abb. 3.16 Caspase-3-Fragment-positive Keratinozyten bei Knock-out-Mdusen (KO) und

(ct) 96 Stunden nach der Reaktionsauslosung, Beispielgesichtsfelder.
HE als

Kontrollen
(Immunhistochemie bei 200-facher Vergrdferung, braun — Hauptfdrbung,

Gegenfirbung)

Die Anzahl der Caspase-3-Fragment-positiven Keratinozyten war bei den Knock-out-Tieren
zu beiden Zeitpunkten groBer. Im 96-Stunden-Versuch waren die Unterschiede zwischen

Knock-out-Tieren und Kontrollen im zweiseitigen, unpaarigen t-Test statistisch signifikant.
Tabelle 3.1 Durchschnittliche Anzahl der Caspase-3-Fragment- positiven Keratinozyten pro
Gesichtsfeld bei 200-facher Vergrofserung. (n — Zahl der Tiere in der Gruppe, Fas-KO —

Epidermis spezifische Knock-out-Mduse)

A. im 24-Stunden Versuch

Geschlecht

Fas-KO n=4

Kontrollen n=4

Statistische Signifikanz

Weibchen

0.4 (£0.178)

0.225 (£0.04787)

p=0.379

B. im 96-Stunden Versuch

Geschlecht | Fas-KO n=4 Kontrollen n=4 Statistische Signifikanz
Weibchen 1.25 (£0.05) 0.575 (£0.1548) *p=0.01
Mainnchen 1.5 (£0.2799) 0.525 (£0.1315) *p=0.02
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3.3.2.2 TUNEL-positive Zellen

Die oben gezeigten Ergebnisse wurden bei den gleichen Méusen mittels TUNEL-Féarbung
bestitigt (Abb. 3.17). TUNEL (engl. TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) ermdglicht
den Nachweis von Zellen mit fragmentierten Zellkernen und fragmentierter DNS. TdT (engl.
Terminal deoxy-Nucleotidyl Transferase) ist ein Enzym, das die repetierende Addition von
Deoxynukleotiden an das 3’-OH-Ende von DNS-Fragmenten durchfiihrt.

Abb. 3.17 TUNEL-positive Zellen in der Epidermis bei Epidermis-spezifischen Fas-KO-
Mdusen (KO) und Kontrollen (ct) 96 Stunden nach Auslosung der Kontaktdermatitis-
Reaktion, Beispielgesichtsfelder. (Immunfluoreszenz bei 200-facher Vergroferung, griin —
TUNEL-positive Zellen, rot — Zellkerne)

Zusitzlich wurde das 96-Stunden-Experiment an 8 weiblichen Mausen, 4 KO-Tieren und 4
Kontrollen, im Alter von 7 bis 9 Wochen wiederholt.

Die Anzahl der TUNEL-positiven Keratinozyten betrug pro 200x-Gesichtsfeld im 24-
Stunden-Versuch bei KO-Méusen 1.8 (£0.4320) und bei Kontrollen 1.075 (£0.2250),
p=0.1872. Im 96-Stunden-Versuch wurden folgende Werte festgestellt: bei KO-Weibchen
2.25 (£0.1936), bei Kontrollweibchen 1.150 (£0.2901), p=0.02; bei KO-Minnchen 3.85
(£0.3403) und bei Kontrollmédnnchen 1.7 (£0.3674), p=0.01 und im Kontrollversuch bei KO-
Weibchen 2.375 (+£0.3924), bei Kontrollweibchen 1.175 (£0.3591), p=0.03 (Tabelle 3.2).

Die Anzahl der TUNEL-positiven Zellen in der Kontaktdermatitis-Epidermis war in allen

Fillen groBer bei Knock-out-Tieren. Im 96-Stunden-Versuch waren die Unterschiede
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zwischen Knock-out-Tieren und Kontrollen im zweiseitigen, unpaarigen t-Test beim
Hauptversuch und im einseitigen, unpaarigen t-Test beim Kontrollversuch statistisch
signifikant.

Tabelle 3.2 Durchschnittliche Anzahl der TUNEL-positiven Keratinozyten pro Gesichtsfeld
bei 200-facher VergrifSerung. (n — Zahl der Tiere in der Gruppe, Fas-KO — Epidermis

spezifische Knock-out-Mduse)

A. im 24-Stunden Versuch

Geschlecht

Fas-KO n=4

Kontrollen n=4

Statistische Signifikanz

Weibchen

1.8 (£0.4320)

1.075 (+0.2250)

p=0.1872

B. im 96-Stunden Versuch

Geschlecht | Fas-KO n=4 Kontrollen n=4 Statistische Signifikanz
Weibchen 2.25 (+0.1936) 1.150 (+0.2901) * p=0.02
Mainnchen 3.85 (+0.3403) 1.7 (£0.3674), *p=0.01

C. im 96-Stunden Kontrollversuch

Geschlecht

Fas-KO n=4

Kontrollen n=4

Statistische Signifikanz

Weibchen

2.375 (0.3924)

1.175 (£0.3591)

*p=0.03

3.3.3 Ausmaf der Keratinozyten-Proliferation bei allergischer Kontaktdermatitis

3.3.3.1 Anzahl der Ki-67-positiven Keratinozyten

Die Anzahl der Ki-67-positiven Zellen wurde in der Epidermis von Wildtyp- und Fas-Knock-
out-Mausen bestimmt, um das Ausmal} der Keratinozyten-Proliferation bei der allergischen
Kontaktdermatitis in diesen Tieren zu vergleichen. Ki-67 ist ein Kern-Antigen, das in
proliferierenden Zellen vorhanden ist und als Proliferationsmarker benutzt wird.

Die Anzahl der Ki-67-positiven Keratinozyten wurde bei folgenden Méusen bestimmt: 24
Stunden nach Auslosung der Reaktion bei 8 Weibchen im Alter von 6-7 Wochen, 4 Knock-
out-Tieren und 4 Kontrollen, 96 Stunden nach Auslosung der Reaktion bei 8 anderen
Weibchen, 4 Knock-out-Tieren und 4 Kontrollen, im Alter von 9-12 Wochen (Abb. 3.18,
3.19).
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Abb. 3.18 Ki-67-positive Zellen in der Epidermis bei Epidermis-spezifischen Fas-KO-Mdusen
(KO) wund Kontrollen (ct) 24 Stunden nach der Auslosung, Beispielgesichtsfelder.

(Immunfluoreszenz bei 200-facher Vergrofierung, griin — Ki-67, rot — Zellkerne)

Abb. 3.19 Ki-67-positive Zellen in der Epidermis bei Epidermis-spezifischen Fas-KO-Mdusen
(KO) wund Kontrollen (ct) 96 Stunden nach der Auslosung, Beispielgesichtsfelder.
(Immunfluoreszenz bei 200-facher Vergrdfierung, griin — Ki-67, rot — Basalmembran)

Die Anzahl der Ki-67-positiven Keratinozyten pro 200x-Gesichtsfeld betrug im 24-Stunden-
Versuch 10.75 (+2.32) bei Knock-out-Méusen und 9.475 (£1.936) bei Kontrollen, im 96-
Stunden-Versuch 89.575 (£12.15) bei Knock-out-Méusen und 96.65 (£14.33) bei Kontrollen
(Tabelle 3.3).

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Ki-67-positiven

Keratinozyten zwischen Knock-out- und Kontrollméusen gefunden.
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Tabelle 3.3 Durchschnittliche Anzahl der Ki-67-positiven Keratinozyten pro Gesichtsfeld

bei 200-facher VergrifSerung. (n — Zahl der Tiere in der Gruppe, Fas-KO — Epidermis
spezifische Knock-out-Mduse)

A. im 24-Stunden Versuch

Geschlecht | Fas-KO n=4 Kontrollen n=4 Statistische Signifikanz

Weibchen 10.75 (£2.32) 9.475 (£1.936) p=0.6877

B. im 96-Stunden Versuch

Geschlecht | Fas-KO n=4 Kontrollen n=4 Statistische Signifikanz

Weibchen 89.575 (£12.15) 96.65 (+14.33) p=0.7195

3.3.3.2 BrdU-positive Zellen

Um die Zellproliferation mit einer weiteren, sehr sensitiven Methode zu bestimmen, wurde
das Kontaktdermatitis-Experiment mit 8 weiblichen Méusen: 4 KO-Tieren und 4 Kontrollen
im Alter von 7-9 Wochen wiederholt. Die Tiere wurden 96 Stunden nach Auslosung der

Reaktion getotet.
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Abb. 3.20 BrdU-positive Keratinozyten bei Epidermis-spezifischen Fas-KO-Mdusen (KO)
und Kontrollen (ct) 96 Stunden nach Auslésung, Beispielgesichtsfelder. (Immunhistochemie

bei 400-facher Vergréfserung, braun — Hauptfirbung, HE als Gegenfirbung)
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In diesem Fall wurde die Zellproliferation mit Hilfe von BrdU-Inkorporation iiber zwei
Stunden gemessen (Abb. 3.20). BrdU ist ein Proliferationsmarker, der in die DNS in der S-
Phase des Zellzyklus inkorporiert wird.

Die Anzahl der BrdU-positiven Keratinozyten pro 400x-Gesichtsfeld betrug bei Knock-out-
Mausen 23.85 (£2.234) und bei Kontrollen 27.55 (£2.986), (Tabelle 3.4).

Der festgestellte Unterschied in der Anzahl der BrdU-positiven Keratinozyten war im

einseitigen, unpaarigen t-Test statistisch nicht signifikant.

Tabelle 3.4 Durchschnittliche Anzahl der BrdU-positiven Keratinozyten pro Gesichtsfeld
bei 400-facher VergrifSerung. (n — Zahl der Tiere in der Gruppe, Fas-KO — Epidermis
spezifische Knock-out-Mduse).

Geschlecht | Fas-KO n=4 Kontrollen n=4 Statistische Signifikanz

Weibchen 23.85 (+2.234) 27.55 (£2.986). p=0,3594

3.34 Expression der Uberlebens-assoziierten Proteine in der Epidermis

bei allergischer Kontaktdermatitis

Es wurde nach einem moglichen Mechanismus der vermehrten Keratinozyten-Apoptose bei
Knock-out-Mausen in der Kontaktdermatitis gesucht. Die eventuelle protektive Rolle von Fas
wire vermutlich mit einem der zahlreichen Uberlebenswege in Keratinozyten verbunden. Fas
kénnte z.B. die Expression verschiedener Uberlebens-assoziierter Proteine beeinflussen.
Deswegen wurden die Immunfirbungen gegen Proteine dreier Uberlebenswege durchgefiihrt:
MAPK-Kaskade — p-ERK und Bcl-xI, PI3K-Signalweg — p-Akt, NGF-vermittelter-Signalweg

— Bcl-xl.
3.3.4.1 Bcl-xl
In der Immunfluoreszenzfirbung gegen das Uberlebensprotein Bel-xI wurde kein Unterschied

zwischen Knock-out-Mausen und Kontrollen im epidermalen Expressionsmuster 96 Stunden
nach Auslosung der Kontaktdermatitis festgestellt (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21 Expression von Bcl-xI in der Epidermis von Knock-out- (KO) und Kontrollmdusen
(ct), Weibchen (W) und Mdnnchen (M), 96 Stunden nach Auslésung der KD-Reaktion.
(Immunfluoreszenz bei 200-facher Vergrifierung, griin — Hauptfirbung, rot - Zellkerne)

3.3.4.2 p-Akt
In der Immunfluoreszenzfiarbung gegen die phosphorylierte Akt-Kinase (p-Akt) wurde kein

Unterschied zwischen Knock-out-Méausen und Kontrollen im epidermalen Expressionsmuster

96 Stunden nach Auslosung der Kontaktdermatitis festgestellt (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22 Expression von p-Akt in der Epidermis von Knock-out- (KO) und Kontrollmdusen
(ct), Weibchen (W) und Mdnnchen (M), 96 Stunden nach Auslésung der KD-Reaktion.

(Immunfluoreszenz bei 200-facher Vergrofserung, griin — Hauptfiarbung, rot - Zellkerne)

3.3.4.3 p-ERK

In der Immunfluoreszenzfirbung gegen die phospolyrierte ERK-Kinase (p-ERK) wurde kein
Unterschied zwischen Knock-out-Mausen und Kontrollen im epidermalen Expressionsmuster

96 Stunden nach Auslosung der Kontaktdermatitis festgestellt (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23 Expression von p-ERK in der Epidermis von Knock-out- (KO) und Kontrollmdusen
(ct), Weibchen (W) und Mdnnchen (M), 96 Stunden nach Auslésung der KD-Reaktion.

(Immunfluoreszenz bei 200-facher Vergrofserung, griin — Hauptfdarbung, rot - Zellkerne)

3.4 UVB-induzierte Dermatitis

3.4.1 Anzahl der Sonnenbrandzellen (sun burn cells)

Als Sonnenbrandzellen (,,sun burn cells*) werden apoptotische Keratinozyten mit typischer
Morphologie nach Einwirkung von UV-Strahlen auf die Epidermis bezeichnet. Die Anzahl
der Sonnenbrandzellen wurde 18 und 24 Stunden nach UVB-Bestrahlung (Dosis: 0.3 J/cm?)
im HE-gefarbten Gewebe ausgewertet. Die apoptotischen Keratinozyten wurden in der UVB-
bestrahlten Haut auch mit Hilfe der TUNEL-Férbung nachgewiesen (Abb. 3.24, 3.25).

In der 18-Stunden-Gruppe befanden sich 17 Mannchen im Alter von 5 bis 13 Wochen, 8§ KO-
Tiere und 9 Kontrollen, und in der 24-Stunden-Gruppe 11 Weibchen im Alter von 8 bis 11
Wochen, 7 KO-Tiere und 4 Kontrollen.
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Abb. 3.24 Sonnenbrandzellen in der Haut von Knock-out-Mdusen (KO) und Kontrollen (ct)
18 und 24 Stunden nach der UVB-Strahlenexposition, Beispielgesichtsfelder. (HE-Firbung
bei 400-facher VergrifSerung)

Abb. 3.25 Apoptose der Keratinozyten in der Haut von Knock-out-Mdusen (KO) und
Kontrollen (ct) 18 Stunden nach der UVB-Strahlenexposition,  Beispielgesichtsfelder
(TUNEL-Fdrbung bei 200-facher Vergrofserung, griin — TUNEL-positive Zellen, rot -
Zellkerne)
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Die Anzahl der Sonnenbrandellen pro 400x-Gesichtsfeld betrug im 18-Stunden-Versuch
bei KO-Mausen 2.859 (+0.29) und bei Kontrollen 1.858 (+0.1316), p=0.0052. Im 24-Stunden-
Versuch wurden folgende Werte festgestellt: bei KO-Méusen 3.007 (+£0.3693), bei Kontrollen
1.933 (+0.2222), p=0.0711 (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5 Durchschnittliche Anzahl der Sonnenbrandzellen pro Gesichtsfeld bei 400-facher
Vergroferung. (n — Zahl der Tiere in der Gruppe, Fas-KO — Epidermis spezifische Knock-

out-Mduse)

A. im 18-Stunden Versuch

Geschlecht | Fas-KO n=8 Kontrollen n=9 Statistische Signifikanz

Mannchen 2.859 (+£0.29) 1.858 (+0.1316) * p=0.0052

B. im 24-Stunden Versuch

Geschlecht | Fas-KO n=7 Kontrollen n=4 Statistische Signifikanz

Weibchen 3.007 (£0.3693) 1.933 (£0.2222) p=0.0711

Die Anzahl der Sonnenbrandzellen war in beiden Versuchen bei den Knock-out-Tieren
grofer. Im 18-Stunden-Versuch waren die Unterschiede zwischen Knock-out-Tieren und
Kontrollen im zweiseitigen, unpaarigen t-Test statistisch signifikant.

3.5 Bestimmung des Wachstumspotentials der kultivierten Keratinozyten

3.5.1 Wachstumskurven

Der Versuch wurde 2-mal an den gleichen Zelllinien durchgefiihrt. Jeweils wurden 3-KO-
Zelllinien und 3 Kontrolllinien benutzt, die Zellzahl wurde an fiinf Zeitpunkten gemessen.

Die durchschnittliche Zellzahl der KO-Zellen war bei jeder Messung kleiner als die
Durchschnittsanzahl der Kontrollzellen (Abb. 3.26, 3.27).

In beiden Versuchen zeigten die Fas-KO-Keratinozyten ein langsameres Wachstum als die

Kontrollzellen.
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Abb. 3.26 Wachstumskurve der Wildtyp- (ct) und Fas-Knock-out-Keratinozyten (KO)
im Hauptversuch (Ausgangswert: 30000 Zellen/Zelllinie, 3 Zelllinien/Gruppe).
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Abb. 3.27 Wachstumskurve der Wildtyp- (ct) und Fas-Knock-out Keratinozyten (KO)
im Kontrollversuch (Ausgangswert: 30000 Zellen/Zelllinie, 3 Zelllinien/Gruppe).
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3.5.2 BrdU-Firbung der Zellen

Um zu erkliren, ob ein schnelleres Wachstum der Kontrollzelllinien in
Wachstumskurvenversuchen mit erhohter Proliferation (und nicht z.B. Survival) der Zellen
verbunden ist, wurden die Zellen gegen BrdU gefarbt (BrdU-Definition — s. Abschnitt
3.3.3.2).

Es wurden 2 Versuche in normalem Medium und 2 Versuche in konditioniertem Medium an
den gleichen Zelllinien durchgefiihrt. Jeweils wurden 3 Fas-Knock-out-Linien und 3
Kontrolllinien pro Versuch eingesetzt.

Im ersten Versuch in normalem Medium waren 21% der KO-Zellen und 23% der
Kontrollzellen BrdU-positiv. Im zweiten Versuch in normalem Medium waren 10% der KO-
Zellen und 15% der Kontrollzellen BrdU-positiv. Zusammengefasst wurden in beiden
Versuchen 15,5% der KO-Zellen und 19% der Kontrollzellen BrdU-angeférbt (p=0,5009),
(Abb. 3.28).
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Abb. 3.28 Prozentualer Anteil der BrdU-positiven Zellen im Verhdltnis zu allen Zellen. (NM -
normales Medium, CM - konditioniertes Medium; ct — Kontrollzellen, KO — Fas-defiziente
Zellen; horizontale Linien — Mittelwerte, Kreise — Werte einzelner Zelllinien).
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Im ersten Versuch in konditioniertem Medium waren 23% der KO-Zellen und 34% der
Kontrollzellen BrdU-positiv. Im zweiten Versuch in konditioniertem Medium waren 22% der
KO-Zellen und 26% der Kontrollzellen BrdU-positiv. Zusammengefasst wurden in beiden
Versuchen 22,5% der KO-Zellen und 30% der Kontrollzellen BrdU-angeférbt (p=0,0557),
(Abb. 3.28).

Bei Fas-KO-Zellen wurden weniger BrdU-positive Zellen festgestellt. Die Unterschiede
waren aber statistisch nicht signifikant. Durch die Verwendung von konditioniertem Medium

ist die Proliferation im Vergleich zu normalem Medium erhoht.
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4. Diskussion

4.1. Epidermis-spezifische Deletion von Fas

Die Entdeckung der Methode des Gen-Knock-outs von Capecchi, Smithies und Evans, fiir die
sie im Jahre 2007 einen Nobel Preis bekamen, ermoglichte unabhédngige Untersuchungen der
Funktionen von einzelnen Proteinen [120]. Die nachfolgende Entdeckung des Cre/lox-
Systems ermoglichte dagegen die Gewebe-spezifischen Gen-Knock-outs und Untersuchungen
der Funktionen von Proteinen in bestimmten Zellen, Geweben oder Organen [1]. Hao und
Kollegen generierten die erste Gewebe-spezifische Fas-Knock-out-Maus [44].

Bis jetzt wurden die biologischen Aufgaben des epidermalen Fas-Proteins entweder bei
Tieren, bei welchen die Funktion des Fas-Proteins im ganzen Organismus gestort ist, oder in
kultivierten Zellen untersucht. Bei ubiquitdrer Deletion von Fas, z.B. bei lpr- oder gld-
Mausen, kann man die Funktionen von Fas nicht in einzelnen Zellpopulationen separat
untersuchen. Bisher war es deshalb nicht mdglich, die Rolle von Fas in der Epidermis exakt
zu analysieren. In vitro Experimente erlauben lediglich die Entwicklung von Hypothesen iiber
Vorginge in vivo.

In unserer Arbeitsgruppe wurde zum ersten Mal eine Epidermis-spezifische Fas-Knock-out-
Maus erfolgreich generiert. Dazu wurden Méuse mit homozygot gefloxten Fas-Allelen mit
Maéusen gekreuzt, die Cre-Rekombinase in der Basalzellschicht der Epidermis exprimieren.
Die Typisierung der Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Mause erfolgte mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Mit Hilfe der PCR-Methode konnte festgestellt werden,
dass das Cre-Recombinase-Gen unter der Kontrolle des Keratin-14-Promoters in murinen
Zellen vorhanden ist. Dieses Ergebnis gibt aber keine Sicherheit, dass Fas in epidermalen
Keratinozyten ausgeschaltet wurde. Deshalb wurde auch fiir das deletierte Fas-Gen eine PCR-
Analyse durchgefiihrt. In dieser ,,Fas-deleted“ — PCR zeigte sich ein 260 bp — langes
Fragment, das nach Ergebnissen von Hao das Ausschneiden des Fas-Gens bestitigt [44].

Es wurde weiterhin eine Western-blot-Analyse durchgefiihrt, um die Deletion des Fas-Gens in
Keratinozyten auf der Protein-Ebene nachzuweisen. Im Western Blot wurde tatsdchlich kein
Fas-Protein in Epidermis-Proben nachgewiesen, wobei in Proben vom homogenisierten
Gewebe ganzer Extremitdten die Expression von Fas identisch wie in Wildtyp-Proben war,
d.h. die Deletion findet nur in der Epidermis statt.

Die Epidermis-spezifische Fas-Knock-out-Maus ermdglicht daher Untersuchungen der Fas-

Funktionen in Keratinozyten unabhédngig von anderen Organen, in welchen Fas eine
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biologische Rolle spielt. Die pathologischen Erscheinungen, die eventuell bei der Maus
auftreten, folgen nur aus der Stérung der Fas-Funktion in der Epidermis, wéhrend in den

restlichen Geweben Fas-Protein vorhanden ist. .

4.2 Phinotyp der Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Méiuse

4.2.1 Phinotyp - makroskopisch

Die Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Miuse entwickelten im Gegensatz zu den Fas-
Null-Méausen und natiirlich vorkommenden Fas-Mutanten spontan keinen pathologischen
Phénotyp, d.h. unter normalen Bedingungen verhielten sie sich genauso wie Wildtyptiere.
Dies zeigt, dass Fas in Keratinozyten fiir die normale Entwicklung des murinen Organismus
anscheinend entbehrlich ist.

Bei diesen Méusen fehlen die zahlreichen pathologischen Verdnderungen, die bei Fas- und
Fas-Ligand-Mutanten oder Fas-Null-Méausen beschrieben wurden (s. Kapitel 1.1.2), [33, 75,
79, 122]. Man kann daraus folgern, dass die Lupus-dhnliche Krankheit, die bei gld- oder lpr-
Maiusen auftritt, nicht mit der fehlenden Fas-Funktion in Keratinozyten zusammenhéngt,

sondern andere betroffene Zellen hier von Bedeutung sind.

4.2.2 Phinotyp - mikroskopisch

Wir haben keine Auffalligkeiten in mikroskopischen Bildern der Haut von den Epidermis-
spezifischen Fas-Knock-out-Méusen nachgewiesen. Es wurden auch keine Unterschiede
zwischen diesen Maidusen und Kontrollen hinsichtlich Proliferation und Apoptose der
Keratinozyten festgestellt. Das Expressionsmuster der Differenzierung-assoziierten Proteine
wie z.B. Keratin 14 oder Filaggrin war normal.

Das Fas-Protein spielt in Keratinozyten bei der Morphogenese und Entwicklung der
Epidermis sowie in der Erhaltung der Balance zwischen Proliferation und Differenzierung
somit keine essenzielle Rolle.

Dies trifft auch fiir die natiirlich vorkommenden Fas-Mutanten zu, die eine normal
entwickelte und differenzierte Epidermis aufweisen [32, 126]. In der ruhenden Haut der Fas-
KO-Maiuse wurden im Vergleich zu den Kontrollmausen auch keine Unterschiede hinsichtlich
Keratinozyten-Apoptose und -Proliferation beobachtet. Das heifit, dass im Normalzustand der

Fas-Rezeptor wahrscheinlich keine bedeutende Rolle bei diesen Prozessen spielt.
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Das epidermale Fas-Protein scheint also fiir die Entwicklung und Homdgostase eines gesunden
Maus-Organismus entbehrlich zu sein. Fas ist ein Apoptose-vermittelnder Todesrezeptor, der
eventuell in bestimmten Situationen auch antiapoptotisch wirken kann [47]. Im Normalfall
findet in der Epidermis kaum Apoptose statt [124]. Eine biologische Rolle von Fas in
Keratinozyten ist demnach vermutlich nur in bestimmten Stress-Situationen, z.B. bei
Krankheit oder Verletzung, gegeben. Mehrere Autoren haben die Funktionen von
epidermalem Fas mit Sonnenbrand und Kontaktdermatitis in Verbindung gebracht [118, 45,
101]. Mit der Etablierung einer Mauslinie mit Epidermis-spezifischer Deletion von Fas ergab
sich fiir uns die Moglichkeit, die postulierten Funktionen von Fas in der Epidermis ndher in

Vivo zu untersuchen.

4.3 Allergische Kontaktdermatitis

4.3.1 Anstieg der Ohrdicke

Die Dicke der Ohrschwellung ist bei der Kontaktdermatitis das am besten etablierte Kriterium
der Stiarke der Entziindungsreaktion [34]. In unseren Kontaktdermatitis-Versuchen
entwickelten die Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Méduse im Vergleich zu den
Kontrollen eine normal ausgeprigte Entziindungsreaktion. Es wurden keine Unterschiede
zwischen diesen Mausen und Kontrollen in der Dicke des entziindeten Ohres festgestellt.
Auch der Verlauf der Reaktion zeigte keine Abweichungen von der Antwort des normalen
Mausorganismus.

Das heif3t, dass Fas in Keratinozyten fiir die Entstehung einer allergischen Kontaktdermatitis
nicht erforderlich ist und keinen Einfluss auf die Intensitit der Entziindungsreaktion,
gemessen an der Dicke der Ohrschwellung, hat. Dies legt nahe, dass die von Xu et al.
beschriebene Reduktion der Kontaktdermatitis-Reaktion bei Fas-Ipr-Mutanten [127], wie
auch die vollstindige Hemmung der Reaktion bei gleichzeitiger Deletion von FasL und
Perforin in Experimenten von Kehren [55], offenbar nicht auf eine gestorte Funktion des
Fas/FasL-Systems in Keratinozyten zuriickzufiihren sind, sondern auf die Stérung von
Interaktionen mit anderen Zellen des Organismus, die eine Kontaktdermatitis-Reaktion
beeinflussen. Es ist auch nicht ausgeschlossen, dass Keratinozyten-Apoptose fiir die
Entwicklung der vollen entziindlichen Reaktion bei der Kontaktdermatitis nicht nétig und nur

eine Begleiterscheinung ist, die dabei beobachtet werden kann.
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Im Gegensatz zu den in vitro Untersuchungen von Trautmann und Kollegen scheint Fas in
Mausen in vivo keine entscheidende Bedeutung fiir die Pathogenese der allergischen
Kontaktdermatitis zu haben [118]. Die Versuche von Trautmann et al. zeigen, dass aktivierte
T-Lymphozyten in der Lage sind, Apoptose von Keratinozyten durch Fas/FasL-Interaktionen
auszulosen. Dies wird als essenzieller pathogenetischer Mechanismus in der Kontaktallergie
gesehen. Allerdings wurde die Perforin-vermittelte Apoptose in diesen Versuchen nicht
berticksichtigt, die jedoch nach Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen eine bedeutende Rolle in
der Pathogenese der Kontaktallergie spielt [51, 116, 117]. Unsere Ergebnisse widersprechen
nicht der Fihigkeit von Lymphozyten, iiber Fas/FasL-Interaktionen Apoptose von
Keratinozyten auszuldsen, sondern zeigen, dass dies kein essenzielles pathogenetisches
Element in der Entwicklung der Kontaktallergie ist.

Unsere Resultate sind nicht im Einklang mit denen von Farley et al., die zu dem Ergebnis
kommen, dass der FasL-Signalweg die Expression pathogenetisch bedeutsamer,
proinflammatorischer Faktoren wie TNF-o, IL-6, IL-1B u.a. induziert und damit zur
Entwicklung der Entziindungsreaktion beitrdgt [26, 25]. Obwohl wir keine Messung dieser
Faktoren durchgefiihrt haben, wére bei Ausschaltung dieser Funktion von Fas durch die
Deletion eine Abschwichung der Entziindungsreaktion zu erwarten gewesen.

Wie schon erwiéhnt, kann Apoptose in Keratinozyten nicht nur durch den Fas-abhingigen
Signalweg vermittelt werden. Ein wichtiger weiterer proapoptotischer Signalweg ist der tiber
Perforin. Perforin vermittelte Apoptose hat in der Kontaktdermatitis mdglicherweise sogar
eine wichtigere Funktion als Fas. Traidl und Kataoka erzielten Ergebnisse, die suggerieren,
dass der Fas-Signalweg im Gegensatz zum Perforin-Signalweg nur eine Nebenrolle in der
Lymphozytenzytotoxizitét spielt [117, 54]. Bei den Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-
Maéusen konnte die fehlende Fas-vermittelte Apoptose wahrscheinlich durch den Perforin-
Signalweg kompensiert werden.

Der von uns registrierte Unterschied der Kontaktdermatitis-Reaktionsintensitdt zwischen
Weibchen und Minnchen ist wahrscheinlich auf die Einfliisse der Geschlechtshormone auf
das Immunsystem zuriickzufiihren [2, 82]. Die Krankheit hatte einen schwereren Verlauf bei

Weibchen. Ahnliche Ergebnisse wurden von Ptak und Kollegen erzielt [90].

4.3.2 AusmaB der Keratinozyten-Apoptose bei der allergischen Kontaktdermatitis

Die Epidermis-spezifische Deletion des Fas-Proteins fiihrte in unseren Kontaktdermatitis-

Experimenten zu einer Erhohung der Anzahl apoptotischer Keratinozyten. Die Epidermis-
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spezifischen Fas-Knock-out-Maduse zeigten ca. 50% mehr apoptotische Zellen in der
Epidermis.

Im 24-Stunden Versuch wurden bei den Fas-Knock-out-Mausen 43,75% mehr apoptotische
Zellen in der Epidermis als bei den Kontrollmdusen mittels Caspase-3-Fragment-Farbung
festgestellt. Im 96-Stunden Versuch betrug dieser Unterschied 54% fiir Weibchen und 65%
fiir Méannchen. Es wurden etwas mehr apoptotische Zellen nach 96 als nach 24 Stunden
registriert, was durch die Kumulation apoptotischer Zellen im Laufe der Zeit erklarbar ist.

Mit Hilfe der TUNEL-Farbung als Markierungsmethode von apoptotischen Zellen wurden
nach 24-Stunden ab der Auslosung bei Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Mausen
40,28% mehr apoptotische Zellen gezéhlt, nach 96-Stunden 48,89% mehr bei Weibchen und
55,84% mehr bei Miannchen. Die Unterschiede zwischen Kontrollen und Fas-Knock-out-
Mausen in den 96-Stunden-Versuchen zeigten eine deutliche statistische Signifikanz.
Zusammenfassend wurden nahezu identische Resultate in vier verschiedenen Versuchen unter
Anwendung zweier unterschiedlicher Methoden des Apoptose-Nachweises (Caspase-3-
Immunfarbung und TUNEL-Farbung) erzielt.

Das bedeutet, dass Fas fiir die Keratinozytenapoptose bei allergischer Kontaktdermatitis nicht
erforderlich ist. Bei der Kontaktdermatitis sind zwei Hauptmechanismen der Zytotoxizitét der
CD8-Zellen gegen  Keratinozyten beschrieben: die  Fas-vermittelte und die
Perforin/Granzyme-vermittelte Apoptose der Ziel-Zellen [75, 51, 117, 100]. Wenn der erste
Weg fehlt, kann dies wahrscheinlich durch den zweiten Weg kompensiert werden.

Die erhohte Anzahl apoptotischer Keratinozyten in Méausen mit Epidermis-spezifischem Fas-
Knock-out ist iiberraschend. Wird das Fehlen des funktionalen Fas-Proteins durch das
Perforin/Granzyme-System {iberkompensiert, dies wiirde eine gesteigerte Aktivitdt von
Perforin/Granzyme oder eine hohere Empfindlichkeit Fas-negativer Keratinozyten gegeniiber
Perforin-vermittelter Apoptose bedeuten. Wir haben dies als einzelne Fragestellung nicht
untersucht. In jedem Fall wire der Fas-Signalweg offenbar ein Schutzmechanismus, der eine
ibermissige Zerstorung der Epidermis-Barriere bei einer Kontaktdermatitis-Reaktion
verhindert. Einerseits wiirden Fas/FasL-Interaktionen zur Apoptose von Keratinozyten fiihren,
andererseits andere Zellen, bzw. das Gewebe insgesamt, vor einer {iberschieBenden Apoptose
schiitzen, die fiir den Gesamtorganismus negative Folgen haben kdnnte.

Folgt man dieser Annahme, so hat Fas, obwohl ein klassischer Apoptose-Rezeptor, offenbar
in epidermalen Keratinozyten auch Funktionen, die den Schutz vor Apoptose vermitteln.
Dieses von uns in der Epidermis beobachtete Phdnomen ist vereinbar mit den Ergebnissen

von lordanov und Farley, die beschrieben, dass die spezifische Aktivierung von Fas in

93



Keratinozyten in vitro eine Ausschiittung des EGFR-Liganden Amphiregulin bewirkt und
durch einen parakrinen Mechanismus Apoptose in benachbarten Zellen hemmt [47, 26, 25].
Antiapoptotische und wachstumsfordernde Effekte von Fas wurden auch in anderen
biologischen Systemen beschrieben. Experimente an T-Lymphozyten zeigen zusétzlich zu
den proapoptotischen Effekten wvon Fas-Aktivierung auch proliferationsstimulierende
Wirkungen [87]. Ebenso wurden iiberlebensfordernde Funktionen des Fas-Rezeptors in
Endometriumzellen von Tanaka und Umesaki beschrieben [115]. In ihren in vitro Versuchen
erhohte die Behandlung von endometrialen, 8-Br-cAMP-stimulierten Stromazellen mit einem
aktivierenden anti-Fas-Antikorper die Anzahl von lebenden Zellen in Kultur. Der
Mechanismus wurde in der Studie nicht untersucht.

Fas konnte also tatsdchlich eine protektive Rolle gegeniiber Apoptose in Keratinozyten bei
der Kontaktdermatitis spielen. Diese Hypothese braucht jedoch Bestitigung in weiteren
Experimenten, am besten in vivo. Es wire interessant, die gleichen Versuche unter
Ausschaltung der Effekte von Amphiregulin zu wiederholen. Man konnte auch den
Aktivierungsstatus verschiedener Proteine, die zum EGFR-Signalweg gehoren, in Fas-Knock-
out-Méusen untersuchen. (Unsere Ergebnisse zu diesem Thema befinden sich im Kapitel
3.3.4 und ihre Diskussion im Kapitel 4.3.4.)

Es ist andererseits nicht vollig auszuschlieBen, dass die Aktivitit von Perforin und Granzyme
als Folge des epidermalen Fas-Knock-out gesteigert ist. Diese Moglichkeit scheint aber eher
unwahrscheinlich zu sein. Beim Perforin/Granzyme-Mechanismus, dessen wesentliches
Element in einer Entleerung von praformierten, zytoplasmatischen Granula besteht, ist eine
prizise Intensitétsregulation schwer vorzustellen. Aulerdem wurde bei den lpr-Méusen eine
abgeschwichte und bei gld-Mausen eine normale Kontaktdermatitis-Reaktion beobachtet [55,
72], obwohl die Ohrdicke, die in diesen Fillen gemessen wurde, keine genaue Aussage iliber
das Ausmal} der Apoptose gibt. Weitere Ergebnisse weisen allerdings darauf hin, dass
Perforin-mediierte Apoptose in der Kontaktallergie normalerweise ohnehin Fas-mediierte
Apoptose iiberwiegt, so dass aus diesem Blickwinkel eine Uberkompensation durch den
Perforin-Mechanismus nicht wahrscheinlich ist. SchlieBlich wurde eine vermehrte Apoptose
von Keratinozyten in Fas-negativer Epidermis auch nach Bestrahlung mit UV-Licht
beobachtet. Dies zeigt, dass der Effekt der Fas-Deletion auf die Apoptose in Keratinozyten

unabhéngig von einer Interaktion mit T- Lymphozyten ist.
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4.3.3 AusmaB der Keratinozyten-Proliferation bei allergischer Kontaktdermatitis

Die Fas-Deletion hatte in unseren Versuchen keinen erkennbaren Einfluss auf die
Proliferation der Keratinozyten bei allergischer Kontaktdermatitis. Sowohl mittels Ki-67-, als
auch BrdU-Fiarbung von proliferierenden Zellen wurden die gleichen Zellzahlen bei
Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out- und Kontroll-Mé&usen gezahlt.

Nach Erkenntnissen von lordanov und Farley kann Fas-Aktivierung die Freisetzung von
EGFR-Liganden und die nachfolgende Aktivierung des EGFR-Signalwegs [47, 26, 25]
verursachen. Diese Aktivierung kann sowohl zu einer Férderung des Zell-Uberlebens, als
auch zur Stimulation der Zellproliferation fiihren [23]. Demzufolge wére in der Fas-negativen
Epidermis eine verringerte Proliferation von Keratinozyten zu erwarten gewesen. Dieses
Phidnomen wurde von uns nicht beobachtet. Unter Beriicksichtigung des oben beschriebenen
antiapoptotischen Effekts von Fas kann man dafiir zwei mdgliche Erklarungen finden:
entweder ist Fas in der Lage, Apoptose zu hemmen und beeinflusst dabei die
Proliferationsvorgénge nicht, oder die Proliferation ist bei Kontaktdermatitis so stark durch
andere Faktoren stimuliert, dass man die subtile Wirkung von Fas mit dieser Methode nicht

erfassen kann.

434 Expression der Uberlebens-assoziierten Proteine in der Epidermis

bei allergischer Kontaktdermatitis

Auf der Suche nach Mechanismen fiir die verstirkte Apoptose von Keratinozyten nach
Deletion von Fas untersuchten wir die Expression mehrerer Uberlebens-assoziierten Proteine:
Bcl-x1, pAkt und pERK. Diese drei Molekiile sind auf verschiedenen Stufen mit dem EGFR-
Signalweg verbunden. Infolge ihrer Wirkung konnen apoptotische Vorginge in der Zelle
gehemmt werden [91].

Dabei stellen pAkt und pERK die phosphorylierten, aktivierten Formen der Kinasen Akt und
ERK dar. In den immunhistochemischen Farbungen bei der allergischen Kontaktdermatitis
fanden wir keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und Fas-Knock-out-Miusen im
epidermalen Expressions- und Aktivierungsmuster dieser Proteine. Offenbar findet also nach
Fas-Deletion keine dramatische Regulation der Expression oder Phosphorylierung dieser
Faktoren statt. Allerdings ist die Sensitivitit der Methode gering und es ist nicht

auszuschlieBen, dass eine mdogliche Regulation deshalb von uns nicht detektiert wurde.
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Alternativ ist es jedoch auch moglich, dass Fas die Expression ganz anderer Survival-Proteine

reguliert oder der antiapoptotische Effekt {iber einen gidnzlich anderen Mechanismus eintritt.

4.4 UVB-induzierte Dermatitis

4.4.1 Anzahl der Sonnenbrandzellen

Bei Fas-Knock-out-Médusen wiesen wir in zwei unabhdngigen Versuchen mehr
Sonnenbrandzellen nach UVB-Bestrahlung als bei Kontrollmdusen nach. Der Unterschied
betrug sowohl nach 18 Stunden ab der Bestrahlung, als auch nach 24 Stunden ca. 35%. Im 18-
Stunden-Versuch war das Ergebnis statistisch signifikant.

Angesichts der aktuellen Literaturdaten ist dieses Ergebnis iiberraschend und bringt neue
Einsicht in die Funktion von Fas bei der UV-induzierten Dermatitis. Bis jetzt galt der Fas-
abhingige Signalweg als einer der Hauptmechanismen der UV-induzierten Keratinozyten-
Apoptose [111, 45, 101]. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch zum einen, dass die UV-induzierte
Apoptose von Keratinozyten ohne Fas-Rezeptor verlaufen kann und zum anderen, dass Fas
moglicherweise sogar eine antiapoptosiche Funktion in diesem Zusammenhang hat.

Nach Berichten von Hill et al. und Santamaria et al. zeigen die gld-Méuse, die eine natiirliche
Mutation von Fas-Ligand tragen, eine reduzierte Zahl der Sonnenbrandzellen nach UV-
Bestrahlung [45, 101]. Bei Takahashi und Kollegen wurde ein &hnliches Ergebnis mit Ipr-
Mausen, bei welchen das Fas-Gen mutiert ist, erzielt [111]. Diese Mause unterscheiden sich
von unserem Modell mit einer Epidermis-spezifischen Deletion zum einen dadurch, dass die
Signaliibertragung durch Fas in den zuerst erwidhnten Mausen ubiquitér, also in allen Zellen
des Organismus gestort ist, wiahrend diese Storung in unserem Modell auf die Keratinozyten
der Epidermis beschrénkt ist. Eine ursdchliche Rolle der bei den gld- und Ipr-Mausen stark
gestorten Lymphozytenfunktion kann somit nicht ausgeschlossen werden. Bei diesen
Tiermodellen finden sich zahlreiche Abnormalititen vor allem im Immunsystem und eine
eindeutige Schlussfolgerung auf die Rolle von Fas in der Entstehung der Sonnenbrandzellen
ist daher nicht mdglich. Allerdings zeigen Keratinozyten, die aus Ipr-Mausen isoliert wurden,
im Vergleich zu Kontrollen anscheinend eine hohere Resistenz gegeniiber der UV-induzierten
Apoptose. Fas-transfizierte, SV40-transformierte humane Keratinozyten (SVHK) waren
dagegen empfindlicher [111, 114]. Im Falle der ,Ipr-Zellen“ sind die extraepidermalen
Konsequenzen dieser Mutation ausgeschlossen. Allerdings wurden in der dazu publizierten

Arbeit Keratinozyten aus Méusen mit vollig verschiedenen genetischen Hintergriinden (MRL

96



und C57/Bl6, sowie Miduse mit p53-Mutation ohne Angabe des Hintergrundes) isoliert, was
eine wirkliche Vergleichbarkeit der UV-Sensitivitit nicht zuldsst [111].

In einigen Publikationen wurde von der Aktivierung des Fas-Rezeptors nach UV-Bestrahlung
der Keratinozyten in vitro berichtet [11, 111, 8, 114, 95]. UV-Licht scheint auch die
Rekrutierung von FADD zu stimulieren [8, 95]. Es wurde reduzierte Apoptose in UV-
behandelten Zellen nach Transfektion mit einer dominant-negativen FADD-Mutante gezeigt
[58], wobei hier nicht zwischen dem Fas- und dem TNFR-Weg differenziert werden kann, da
FADD in beiden Signalwegen vorkommt [130].

Beriicksichtigt man die nachgewiesene Aktivierung von Fas nach UV-Exposition und unsere
Ergebnisse eines Anstiegs der Sonnenbrandzellen bei Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-
Miusen, konnte man den Schluss ziehen, dass Fas auch in der UV-induzierten Dermatitis eine
protektive Rolle spielt und die Epidermis vor iiberméssiger Apoptose der Keratinozyten

schiitzen konnte.

4.5 Bestimmung des Wachstums von kultivierten Keratinozyten

Fas-defiziente Keratinozyten wuchsen langsamer als parallel bei gleichen Bedingungen
isolierte und kultivierte Kontrollzellen ohne Fas-Defizienz. In zwei Versuchen, mit je fiinf
Messpunkten wurden mehr Kontroll- als Knock-out-Zellen festgestellt (gezdhlt sowohl als
Mittelwert, als auch Summe aller Zellen).

Diese Ergebnisse sind auf zwei moglichen Weisen erklarbar. Entweder sind - im Vergleich zu
den Kontrollen - mehr Fas-KO-Zellen apoptotisch, oder weniger Fas-KO-Zellen teilen sich.
Das gleichzeitige Auftreten beider Mechanismen ist auch nicht ausgeschlossen. EGFR-
Liganden, deren Proliferations-stimulierende Wirkung Fas vermitteln konnte, sind in der
Lage, beide Effekte, d.h. Hemmung der Apoptose und Proliferationsstimulierung,
hervorzurufen.

Keratinozyten-Apoptose tritt in der Kultur von Keratinozyten normalerweise nur in sehr
geringem Mafe auf [81]. Daher sprechen unsere Resultate eher fiir eine Proliferations-
stimulierende als fiir eine antiapoptotische Rolle von Fas in kultivierten Keratinozyten. Die
Fas-defizienten Zellen wuchsen langsamer, weil ihnen mdglicherweise durch Fas-vermittelte
Proliferations-stimulierende Signale fehlten. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass
bei Psoriasis, die sich durch Keratinozyten-Hyperproliferation auszeichnet, eine erhohte Fas-

Expression in Keratinozyten nachgewiesen wurde [113].
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Bemerkenswert ist weiterhin, dass die Isolierung von Fas-defizienten Keratinozyten in
normalem Medium nicht gelang, da die Zellen nicht ausreichend proliferierten (Daten nicht
gezeigt). Deshalb verwendeten wir hierfiir filtriertes, konditioniertes Medium von Wildtyp-
Keratinozyten. Diese Beobachtung unterstiitzt die Ergebnisse der Wachstumskurven, die ein
langsameres Wachstum von Fas-defizienten Keratinozyten zeigen.

Um die Proliferation von Fas-defizienten Zellen mit einer weiteren Methode zu untersuchen,
zdhlten wir den Anteil von S-Phase-Keratinozyten in einem Zeitfenster von zwei Stunden mit
Hilfe der BrdU-Farbung. Mit dieser Methode zeigten Fas-defiziente Keratinozyten sowohl in
normalem, als auch in konditioniertem Medium eine geringere BrdU-Inkorporation, obwohl
die Unterschiede im Vergleich zu den Kontrollzellen nicht statistisch signifikant waren (p=
0,557 in konditioniertem Medium). Dennoch unterstiitzten diese Ergebnisse die Beobachtung
einer geringeren Proliferation von Fas-defizienten Keratinozyten.

Der Mechanismus der verringerten Proliferation von Fas-defizienten Keratinozyten bleibt
ungeklért. Unsere in-vitro-Ergebnisse sind mit den Daten von lordanov et al. [47] nicht direkt
vergleichbar, da hier EGF-Rezeptorliganden aus apoptotischen Keratinozyten freigesetzt
werden sollen, die jedoch in Kultur nicht vorhanden sind. AuBerdem enthilt das
Kulturmedium fiir Keratinozyten bereits hohe Konzentrationen von EGF (0,014 pg/ml), so
dass eine etwaige autokrine Wirkung anderer EGR-Liganden hierdurch weitgehend
kompensiert werden miisste. Bemerkenswert ist weiterhin, dass der Proliferationsnachteil
durch Fas-Defizienz auch durch den Einsatz von konditioniertem Medium, das Faktoren aus
Wildtyp-Zellen enthédlt, nicht behoben wurde. Dies spricht gegen eine autokrine
Proliferationsregulation iiber Fas in kultivierten Keratinozyten.

Die verringerte Proliferation Fas-defizienter Keratinozyten in Kultur steht in offenbarem
Widerspruch zu den mit Ki67-Farbung und BrdU-Inkorporation erzielten in-vivo-
Ergebnissen. Hier wurde keine verringerte Proliferation, sondern eine Abnahme der

Haufigkeit apoptotischer Zellen beobachtet.

4.6 Beantwortung der Fragestellungen

1. Welche pathogenetische Bedeutung hat die Fas-vermittelte Apoptose von epidermalen

Keratinozyten in der allergischen Kontaktdermatitis?

Unseren Ergebnissen nach hat die Fas-vermittelte Apoptose keine entscheidende Bedeutung

bei der Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis.
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Die Reaktion kommt auch in Abwesenheit von Fas-Protein vor und wird dadurch nicht

abgeschwicht.

2. Welche Rolle spielt Fas in der UV-induzierten Dermatitis?

Unsere Experimente wiesen nach, dass Fas fiir die UV-induzierte Apoptose der Keratinozyten
nicht notig ist. Es scheint sogar so zu sein, dass Fas die Entstehung von Sonnenbrandzellen
hemmt, da wir mehr Sonnenbrandzellen bei Epidermis-spezifischen Fas-KO- als bei Wildtyp-

Mausen feststellten.

3. Finden wir in unserem Modell Evidenz fiir die hypothetische protektive Rolle von Fas
hinsichtlich der in der Kontaktdermatitis sowie in der UV-induzierten Dermatitis auftretenden

Apoptose epidermaler Keratinozyten?

Unser Modell gibt Evidenz dafiir, dass Fas tatsachlich eine protektive Rolle hinsichtlich der in
der Kontaktdermatitis, sowie in der UV-induzierten Dermatitis auftretenden Apoptose hat.
Beim Fehlen von aktivem Fas-Protein wurden mehr apoptotische Keratinozyten im Vergleich
zur Kontrolle - sowohl in der Kontaktdermatitis, als auch in der UV-induzierten Dermatitis -
nachgewiesen. Der Mechanismus dieser Apoptose-hemmenden Funktion bleibt allerdings

unklar.
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Kurzfassung der Dissertationsschrift

Funktionen von CD95 (Fas) in der Epidermis
beim allergischen Kontaktekzem und bei der UV- induzierten Dermatitis

von Alina Hedrych-Ozimina

aus der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h. c. Thomas Krieg

Die natiirliche Rolle von Fas in der Epidermis ist bis jetzt unklar. Einige Studien iiber die
Funktion von Fas in epidermalen Keratinozyten kommen zu der Auffassung, dass Fas fiir die
Beseitigung von durch UV-Licht geschéadigten Keratinozyten verantwortlich ist. Die
Ergebnisse von Trautmann und Kollegen legen weiterhin nahe, dass Fas fiir die durch
Interaktionen mit aktivierten T-Zellen hervorgerufene Apoptose essenziell ist. In einer
anderen in vitro-Studie von lordanov und Kollegen wurde die Rolle von Fas in der
Regeneration der Epidermis in entziindlichen Prozessen, besonders in der Kontaktdermatitis
untersucht.

Fir unsere Untersuchungen haben wir eine Epidermis-spezifische Fas-Knock-Out-Maus
generiert. In unseren Kontaktdermatitis-Versuchen entwickelten die Epidermis-spezifischen
Fas-Knock-out-Mduse im Vergleich zu den Kontrollen ein normal ausgeprigtes
Entziindungs6dem. Es wurden keine Unterschiede zwischen diesen Miusen und Kontrollen in
der Dicke des entziindeten Ohres festgestellt. Im Gegensatz zu den in vitro Untersuchungen
von Trautmann und Kollegen scheint Fas in vivo keine entscheidende Bedeutung fiir die
Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis zu haben. Die Epidermis-spezifische Deletion
des Fas-Proteins fiihrte in unseren Kontaktdermatitis-Experimenten zu einer Erhohung der
Anzahl apoptotischer Keratinozyten. Die Epidermis-spezifischen Fas-Knock-out-Méuse
zeigten ca. 50% mehr apoptotischer Zellen in der Epidermis. Die Fas-Deletion hatte in
unseren Versuchen keinen erkennbaren Einfluss auf die Proliferation der Keratinozyten bei
allergischer Kontakt-Dermatitis. Sowohl mittels Ki-67-, als auch BrdU-Farbung von
proliferierenden Zellen wurden die gleichen Zellzahlen bei Epidermis-spezifischen Fas-
Knock-out- und Kontroll-Méusen gezédhlt. Bei Fas-Knock-out-Mausen wiesen wir in zwei
unabhédngigen Versuchen mehr Sonnenbrandzellen nach UVB-Bestrahlung als bei
Kontrollmédusen nach. Der Unterschied betrug sowohl nach 18 Stunden ab der Bestrahlung,
als auch nach 24 Stunden ca. 35%.

In unseren in-vitro-Versuchen wuchsen Fas-defiziente Keratinozyten langsamer als parallel
bei gleichen Bedingungen isolierte und kultivierte Kontrollzellen ohne Fas-Defizienz. Fas-
defiziente Keratinozyten zeigten sowohl in normalem, als auch in konditioniertem Medium
eine geringere BrdU-Inkorporation, obwohl die Unterschiede im Vergleich zu den
Kontrollzellen nicht statistisch signifikant waren (p= 0,557 in konditioniertem Medium).
Unseren Ergebnissen nach hat die Fas-vermittelte Apoptose keine entscheidende Bedeutung
bei der Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis. Die Experimente wiesen auch nach,
dass Fas fiir die UV-induzierte Apoptose der Keratinozyten nicht nétig ist. Beim Fehlen von
aktivem Fas-Protein wurden mehr apoptotische Keratinozyten im Vergleich zur Kontrolle -
sowohl in der Kontaktdermatitis, als auch in der UV-induzierten Dermatitis - nachgewiesen.
Unser Modell gibt Evidenz dafiir, dass Fas tatsachlich eine protektive Rolle hinsichtlich der in
der Kontaktdermatitis sowie in der UV-induzierten Dermatitis auftretenden Apoptose hat.

100



Literatur

1. Abremski K., Hoess R. (1984). Bacteriophage P1 site-specific recombination.
Purification and properties of the Cre recombinase protein. J. Biol. Chem. 259, 1509-1514

2. Ahmed S.A., Talal N. (1990). Sex hormones and the immune system - Part 2. Baillieres
Clin. Rheumatol. 4, 13-31

3. Akiba H., Kehren J., Ducluzeau M-T., Krasteva M., Horand F., Kaiserlian D., Kaneko F.,
Nicolas J-F. (2002). Skin Inflammation During Contact Hypersensitivity is Mediated by Early
Recruitment of CD8+ T Cytotoxic 1 Cells Inducing Keratinocyte Apoptosis. J. Immunol. 168,
3079-3087

4. Alam A., Cohen L.Y., Aouad S. and Sekaly R.P. (1999). Early activation of caspases
during T lymphocyte stimulation results in selective substrate cleavage in nonapoptotic cells.
J. Exp. Med. 190, 1879-1890

5. Albanell J., Codony-Servat J., Rojo F., Del Campo J.M., Sauleda S., Anido J., Raspall G.,
Giralt J., Rosell6 J., Nicholson R.I., Mendelsohn J., Baselga J. (2001). Activated extracellular
signal-regulated Kinases: association with epidermal growth factor receptor/transforming
growth factor alpha expression in head and neck squamous carcinoma and inhibition by anti-

epidermal growth factor receptor treatments. Cancer Res. 61, 6500-6510

6. Alderson M.R., Armitage R.J., Maraskovsky E., Tough T.W., Roux E., Schooley K.,
Ramsdell F., Lynch D.H. (1993). Fas transduces activation signals in normal human T
lymphocytes. J. Exp. Med. 178, 2231-2235

7. Allombert-Blaise C., Tamiji S., Mortier L., Fauvel H. Tual M., Delaporte E., Piette F.,
DelLassale E.M., Formstecher P., Marchetti P., Polakowska R. (2003). Terminal
differentiation of human epidermal keratinocytes involves mitochondria- and caspase-
dependent cell death pathway. Cell Death Differ. 10, 850-852

101



8. Aragane J., Kulms D., Metze D., Wilkes G., Poeppelmann B., Luger T.A., Schwarz
T.(1998). Ultraviolet Light Induces Apoptosis via Direct Activation of CD95 (Fas/APO-1)
Independently of Its Ligand CD95L. J. Cell Biol. 140, 171-182

9. Arnold R., Seifert M., Asadullah K., Volk H.D. (1999). Crosstalk between keratinocytes
and T lymphocytes via Fas/Fas ligand interaction: modulation by cytokines. J. Immunol. 162,
7140-7147

10. Aubin F. (2003). Mechanisms involved in ultraviolet light-induced immunosuppression.
Eur J Dermatol. 13, 515-523

11. Bang B., Gniadecki R., Larsen J.K., Baadsgaard O., Skov L. (2003). In vivo UVB
irradiation induces clustering of Fas (CD95) on human epidermal cells. Exp. Dermatol.12,
791-798

12. Belleudi F., Leone L., Aimati L., Stirparo M.G., Cardinali G., Marchese C., Frati L.,
Picardo M., Torrisi M.R.(2006). Endocytic pathways and biological effects induced by UVB-
dependent or ligand-dependent activation of the keratinocyte growth factor receptor. FASEB
J. 20, 395-397

13. Bellgrau D., Gold D., Selawry H., Moore J., Franzusoff A., Duke R.C. (1995). A role for
CD95 ligand in preventing graft rejection. Nature 377, 630-632

14. Béroud C., Verdier F., Soussi T. (1996). p53 gene mutation: software and database.
Nucleic Acids Res. 24, 147-150

15. Berthou C., Michel L., Soulié¢ A., Jean-Louis F., Flageul B., Dubertret L., Sigaux F.,
Zhang Y., Sasportes M. (1997). Acquisition of granzyme B and Fas ligand proteins by human

keratinocytes contributes to epidermal cell defense. J. Immunol. 159, 5293-5300

16. Bhardwaj A., Aggarwal B.B. (2003). Receptor-Mediated Choreography of Life and
Death. J. Clin. Immunol. 23, 317-332

102



17. Bour H., Peyron E., Gaucherand M., Garrigue J-L., Desvignes C., Kaiserlian D.,
Revillard J-P., Nicolas J-F.(1995). Major histocompatibility complex class I-restricted CD8+
T Cells and class ll-restricted CD4+ T cells, respectively, mediate and regulate contact

sensitivity to dinitrofluorobenzene. Eur. J. Immunol. 25, 3006-3010

18. Bowen A.R., Hanks A.N., Murphy K.J., Florell S.R., Grossman D. (2004). Proliferation,
apoptosis, and survivin expression in keratinocytic neoplasms and hyperplasias. Am. J.
Dermatopathol. 26, 177-81

19. Braun-Falco O. (2005). Dermatologie und Venerologie. 5. Auflage, Heidelberg:
Springer.

20. Chinnaiyan A.M., Tepper C.G., Seldin M.F. O'Rourke K., Kischkel F.C., Hellbardt S.,
Krammer P.H., Peter M.E., Dixit V.M. (1996). FADD/MORT1 Is a Common Mediator of
CD95 (Fas/APO-1) and Tumor Necrosis Factor Receptor-induced Apoptosis. J. Cell Biol.
271, 4961-4965

21. Claerhout S., Van Laethem A., Agostinis P., Garmyn M.(2006). Pathways involved in
sunburn cell formation: deregulation in skin cancer. Photochem. Photobiol. Sci. 5, 199-207

22. Daher A., Simbulan-Rosenthal C.M., Rosenthal D.S. (2006). Apoptosis induced by
ultraviolet B in HPV-immortalized human keratinocytes requires caspase-9 and is death
receptor independent. Exp. Dermatol. 15, 23-34

23. de Giorgi V., Sestini S., Massi D., Ghersetich I., Lotti T. (2007). Keratinocyte growth
factor receptors. Dermatol. Clin. 25, 477-485

24. Famularo G., Nucera E., Marcellini S., De Simone C. (1999). Fas/Fas ligand on the road:
an apoptotic pathway common to AIDS, autoimmunity, lymphoproliferation and

transplantation. Med. Hypotheses 53, 50-62
25. Farley S.M., Dotson A.D., Purdy D.E., Sundholm A.J., Schneider P., Magun B.E.,

lordanov M.S. (2006). Fas ligand elicits a caspase-independent proinflammatory response in

human keratinocytes: implications for dermatitis. J. Invest. Dermatol. 126, 2438-2451

103



26. Farley S.M., Purdy D.E., Ryabinina O.P., Schneider P., Magun B.E., lordanov M.S.
(2007). Fas ligand-induced proinflammatory transcriptional responses in reconstructed human
epidermis: Recruitment of the epidermal growth factor receptor and activation of MAP
kinases. J. Biol. Chem. 283, 919-928

27. Ferguson T.A., Griffith T.S. (2007). The role of Fas ligand and TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) in the ocular immune response. Chem. Immunol. Allergy 92, 140-
154

28. Fijak M., Meinhardt A. (2006). The testis in immune privilege. Immuno.l Rev. 213, 66-
81

29. Filipowicz E., Adegboyega P., Sanchez R.L., Gatalica Z. (2002). Expression of CD95
(Fas) In Sun-Exposed Human Skin and Cutaneous Carcinomas. Cancer 94, 814-819

30. Fisher G.H., Rosenberg F.J., Straus S.E., Dale J.K., Middleton L.A., Lin A.Y., Strober
W., Lenardo M.J., Puck J.M. (1995). Dominant interfering Fas gene mutations impair

apoptosis in a human autoimmune lymphoproliferative syndrome. Cell 81, 935-946

31. Fraser A., Evan G. (1996). A License to Kill. Cell 85, 781-784

32. French L.E., Hahne M., Viard I., Radlgruber G., Zanone r., Becker K., Mueller Ch.,
Tschopp J.: Fas and Fas Ligand in Embryos and Adult Mice (1996). Ligand Expression in
Several  Immune-priviledged  Tissues and  Coexpression in  Adult  Tissues

Characterized by Apoptotic Cell Turnover. J. Cell Biol. 133, 335-343

33. Furukawa F., Yoshimasu T. (2005). Animal models of spontaneus and drug-induced

cutaneous lupus erythromatosus. Autoimmun. Rev. 4,. 345-350

34. Gaspari AA., Katz S.I. (2001). Contact hypersensitivity. Curr. Protoc. Immunol.
Chapter 4: Unit 4.2.

35. Gocinski B.L., Tigelaar R.E. (1990). Roles of CD4+ and CD8+ T cells in murine contact

sensitivity revealed by in vivo monoclonal antibody depletion. J. Immunol. 144, 4121-4128

104



36. Griffith T.S., Brunner T., Fletcher S.M., Green D.R., Ferguson T.A. (1995). Fas ligand-
induced apoptosis as a mechanism of immune privilege. Science 270, 1189-1192

37. Griffith T.S., Ferguson T.A. (1997). The role of FasL-induced apoptosis in immune
privilege. Immunol. Today 18, 240-244

38. Grossman D., Kim P.J., Blanc-Brude O.P., Brash D.E., Tognin S., Marchisio P.C., Altieri
D.C. (2001). Transgenic expression of survivin in keratinocytes counteracts UVB-induced

apoptosis and cooperates with loss of p53. J. Clin. Invest. 108, 991-999

39. Gutierrez-Steil C., Wrone-Smith T., Sun X., Krueger J.G., Coven T., Nickoloff B.J.
(1998). Sunlight-induced basal cell carcinoma tumor cells and ultraviolet-B-irradiated

psoriatic plaques express Fas ligand (CD95L). J. Clin. Invest. 101, 33-39

40. Haase 1., Hobbs R.M., Romero M.R., Broad S., Watt F.M. (2001). A role for mitogen-
activated protein Kinase activation by integrins in the pathogenesis of psoriasis. J. Clin. Invest.
108, 527-53

41. Haase l., Hunzelmann N. (2002). Activation of epidermal growth factor receptor/ERK
signaling correlates with suppressed differentiation in malignant acanthosis nigricans. J.
Invest. Dermatol. 118, 891-893

42. Haase I., Pasparakis M., Krieg T. (2004). Genetically Modified Mice as a Tool to Study
Inflammatory Skin Diseases. J. Dermatol. 31, 704-719

43. Hafner M., Wenk J., Nenci A., Pasparakis M., Scharffetter-Kochanek K., Smyth N.,
Peters T., Kess D., Holtkotter O., Shephard P., Kudlow J.E., Smola H., Haase I.,
Schippers A., Krieg T., Miiller W. (2004). Keratin 14 Cre transgenic mice authenticate keratin

14 as an oocyte-expressed protein. Genesis 38, 176-181
44. Hao Z., Hampel B., Yagita H., Rajewski K. (2004). T Cell-specific Ablation of Fas Leads

to Fas Ligand-mediated Lymphocyte Depletion and Inflammatory Pulmonary Fibrosis. J. Exp.
Med. 199, 1355-1365

105



44a. Hedrych-Ozimina A., Behrendt K., Hao Z., Pofahl R., Ussath D., Knaup R., Krieg T.,
Haase I. (2011). Enhanced contact allergen- and UVB-induced keratinocyte apoptosis in the
absence of CD95/Fas/Apo-1. Cell Death Differ. 18, 155-163

45. Hill L.L., Ouhtit A., Loughlin S.M., Kripke M.L., Anathaswamy H.N., Owen-Schaub
L.B.(1999). Fas ligand: a sensor for DNA damage critical in skin cancer etiology.
Science 275, 898-900

46. Hill L.L., Shreedhar V.K., Kripke M.L., Owen-Schaub L.B. (1999). A Critical Role for
Fas Ligand in the Active Suppression of Systemic Immune Responses by Ultraviolet
Radiation. J. Exp. Med. 189, 1285-1293

47. lordanov M.S., Sundholm A.J., Simpson E.L., Hanifin J.M., Ryabinina O.P., Choi R.J.,
Korchevaq V.B., Schneider P., Magun B.E. (2005). Cell Death-Induced Activation of
Epidermal Growth Factor Receptor in Keratinocytes: Implications for Restricting Epidermal
Damage in Dermatitis. J. Invest. Dermatol. 125, 134-142

48. Jost M., Gasparro F.P., Jensen P.J., Rodeck U. (2001). Keratinocyte Apoptosis Induced by
Ultraviolet B Radiation and CD95 ligation — Differential Protection through Epidermal
Growth Factor Receptor Activation and Bcl-xI Expression. J. Invest. Dermatol 116, 860-866

49. Jost M., Huggett T.M., Kari C., Boise L.H., Rodeck U. (2001). Epidermal Growth Factor
Receptor-dependent Control of Keratinocyte Survival and Bcl-xI Expression through a MEK-
dependent Pathway. J. Biol. Chem. 276, 6320-6326

50. Jung E.G., Moll I. (2002). Dermatologie. Duale Reihe. 5. Auflage , Stuttgart: Thieme

51. Kaegi D., Vignaux F., Ledermann B., Buerki K., Depraetere V., Nagata S., Hengartner H.,
Golstein P.(1999). Fas and Perforin Pathways as Major Mechanisms of T Cell- Mediated

Cytotoxicity. Science 265, 528-530

52. Kamitani T., Nguyen H.P., Yeh E.T.H. (1997). Preferential modification of nuclear
proteins by a novel ubiquitin-like molecule. J. Biol. Chem. 272, 14001-14004

106



53. Kashkar H., Wiegmann K., Yazdanpanah B., Haubert D., Kroenke M. (2005). Acid
Sphingomyelinase Is Indispensable for UV Light-induced Bax Conformational Change at the
Mitochondrial Membrane. J. Biol. Chem. 280, 20804-20813

54. Kataoka T., Shinohara N., Takayama H., Takaku K., Kondo S,. Yonehara S., Nagai K.
(1996). Concanamycin A, a powerful tool for characterization and estimation of contribution
of perforin- and Fas-based lytic pathways in cell-mediated cytotoxicity. J. Immunol. 156,
3678-3686

55. Kehren J., Desvignes C., Krasteva M., Ducluzeau M-T., Assossou O., Horand F., Hahne
M., Kaegi D., Kaiserlian D., Nicolas J-F. (1999). Cytotoxicity Is Mandatory for T Cell-
mediated Contact Hypersensitivity. J. Exp. Med. 189, 779-786

56. Kerr J. F. (2002). History of the events leading to the formulation of the apoptosis
concept. Toxicology 27, 181-182

57. Kerr J.F, Wyllie A.H., Currie A.R. (1972). Apoptosis: a basic biological phenomenon

with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer 26, 239-57

58. Kim P.K., Weller R., Hua Y. Billiar T.R.(2003).Ultraviolet irradiation increases FADD

protein in apoptotic human keratinocytes. Biochem. Biophys. Res. commun. 302, 290-295

59. Kitanaka C., Kuchino Y. (1999). Caspase-independent programmed cell death with
necrotic morphology. Cell Death. Differ. 6, 508-515

60. Kock A., Schwarz T., Kirnbauer R., Urbanski A., Perry P., Ansel J.C., Luger T.A. (1990).
Human keratinocytes are a source for tumor necrosis factor alpha: evidence for synthesis and
release upon stimulation with endotoxin or ultraviolet light. J. Exp. Med.

172, 1609-1614

61. Kroemer G., Martin S.J. (2005). Caspase-independent cell death. Nat. Med. 11, 725-730

107



62. Krueger J.G., Wolfe J.T., Nabeya R.T., Vallat V.P., Gilleaudeau P., Heftler N.S., Austin
L.M., Gottlieb A.B. (1995). Successful ultraviolet B treatment of psoriasis is accompanied by
a reversal of keratinocyte pathology and by selective depletion of intraepidermal T cells. J.
Exp. Med. 182, 2057-2068

63. Kulms D., Schwarz T. (2000). Molecular mechanisms of UV-induced apoptosis.
Photodermatology, Photoimmunology and Photomedicine 16, 195-201

64. Kulms D. Zeise E. Poppelmann B., Schwarz T. (2002). DNA damage, death receptor
activation and reactive oxygen species contribute to ultraviolet radiation-induced
apoptosis in an essential and independent way. Oncogene 21, 5844-5851

65. Lee S.H., Jang J.J., Lee J.Y., Kim S.Y., Park W.S., Shin M.S., Dong S.M., Na E.Y., Kim
K.M., Kim C.S., Kim S.H., Yoo N.J. (1998). Fas ligand is expressed in normal skin and in
some cutaneous malignancies. Br. J. Dermatol.139,186-191

66. Leigh 1.M., Lane E.B., Watt F.M. (1994). The Keratinocyte Handbook. Cambridge
University Press.

67. Leist M., Jaatela M. (2001). Four deaths and a funeral: from caspases to alternative
mechanisms. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2, 589-598

68. Leverkus M., Yaar M., Gilchrest B.A.(1997). Fas/Fas ligand interaction contributes to
UV-induced apoptosis in human keratinocytes. Exp. Cell Res. 232, 255-262

69. Lippens S., Denecker G., Ovaere P., Vandenabeele P., Declercq W. (2005). Death
penalty for keratinocytes: apoptosis versus cornification. Cell Death Differ. 12, 1497-1508

70. Lockshin R.A., Zakeri Z. (2004). Caspase-independent cell death? Oncogene 23, 2766-
2773

71. Matsue H., Kobayashi H., Hosokawa T., Akitaya T., Ohkawara A. (1995). Keratinocytes

constitutively express the Fas antigen that mediates apoptosis in IFNy-treated cultured
keratinocytes. Arch. Dermatol. Res. 287, 315-320

108



72. Melnikova V.O., Ananthaswamy H.N. (2005). Cellular and molecular events leading to
the development of skin cancer. Mutat. Res. 571, 91-106

73. Morita A., Werfel T., Stege H., Ahrens C., Karmann K., Grewe M., Grether-Beck S.,
Ruzicka T., Kapp A., Klotz L.O., Sies H., Krutmann J. (1997).Evidence that singlet oxygen-
induced human T helper cell apoptosis is the basic mechanism of ultraviolet-A radiation
phototherapy. J. Exp. Med. 186,1763-1768

74. Murphy G., Young A.R., Wulf H.C., Kulms D., Schwarz T. (2001). The molecular
determinants of sunburn cell formation. Exp. Dermatol. 10, 155-160

75. Nagata S. (1996). Fas-induced apoptosis, and disease caused by its abnormality. Genes
Cells 1, 873-879

76. Nagata S. (1998). Human autoimmune lymphoproliferative syndrome, a defect in the

apoptosis-inducing Fas receptor: a lesson from the mouse model. J. Hum. Genet. 43, 2-8

77. Newton K., Harris A.W., Bath M.L., Smith K.G. and Strasser A. (1998). A dominant
interfering mutant of FADD/MORT1 enhances depletion of autoreactive thymocytes and
inhibits proliferation of mature T-lymphocytes. EMBO J. 17, 706-718

78. Niederkorn J.Y. (2006). See no evil, hear no evil, do no evil: the lessons of immune
privilege. Nat. Immunol. 7, 354-349

79. Nishimura Y., Ishii A., Kobayashi Y., Yamasaki Y., Yonehara S.(1995). Expression and
function of mouse Fas antigen on immature and mature T cells. J. Immunol. 154, 4395-4403

80. Norris D.A., Middleton M.H., Whang K., Schleicher M., McGovern T., Bennion S.D.,
David-Bajar K., Davis D. and R.C. Duke (1997). Human keratinocytes maintain reversible

anti-apoptotic defenses in vivo and in vitro. Apoptosis 2, 136-148
81. Norsgaard H., Clark B.F., Rattan S.I. (1996). Distinction between differentiation and

senescence and the absence of increased apoptosis in human keratinocytes undergoing cellular

aging in vitro. Exp. Gerontol. 31, 563-570

109



82. Novotny E.A., Raveche E.S., Sharrow S., Ottinger M., Steinberg A.D. (1983). Analysis of
thymocyte subpopulations following treatment with sex hormones. Clin. Immunol.
Immunopathol. 28, 205-217

83. Oishi M., Maeda K., Sugiyama S. (1994). Distribution of apoptosis-mediating Fas-
antigen in human skin and effects of anti-Fas monoclonal antibody on human epidermal
keratinocyte and squamous cell carcinoma cell lines. Arch. Dermatol. Res. 286, 396-407

84. Ouhtit A., Gorny A., Muller HK., Hill L.L., Owen-Schaub L., Ananthaswamy
H.N.(2000). Loss of Fas-ligand expression in mouse keratinocytes during UV-
carcinogenesis. Am. J. Pathol. 157, 1975-81

85. Ozawa M., Ferenczi K., Kikuchi T., Cardinale I., Austin L.M., Coven T.R., Burack L.H.,
Krueger J.G. (1999). 312-nanometer ultraviolet B light (narrow-band UVB) induces apoptosis
of T cells within psoriatic lesions. J. Exp. Med. 189, 711-718

86. Pasparakis M., Courtois G., Hafner M., Schmidt-Supprian M., Nenci a., Toksoy A.,
Goebeler M., Gillitzer R., Israel A., Krieg T., Rajewski K., Haase I. (2002). TNF- mediated
inflammatory skin disease in mice with epidermis-specific deletion of IKK2. Nature 417, 861-
866

87. Peter M.E., Krammer P.H. (2003). The CD95 (APO-1/Fas) DISC and beyond. Cell Death
Differ. 10, 26-35

88. Pinkoski M.J., Waterhouse N.J., Heibein J.A., Wolf B.B., Kuwana T., Goldstein J.C.,
Newmeyer D.D., Bleackley R.C., Green D.R. (2001). Granzyme B-mediated Apoptosis
Proceeds Predominantly through a Bcl-2-inhibitable Mitochondrial Pathway. J. Biol. Chem.
276, 12060-12067

89. Piwocka K., Zablocki K., Wieckowski M.R., Skierski J., Feiga I., Szopa J., Drela N.,
Wojtczak L., Sikora E. (1999). Novel apoptosis-like Pathway, Independent of Mitochondria
and Caspases, Induced by Curcumin in human Lymphoblastoid T (Jurkat) Cells. Exp. Cell
Res. 249, 299-307

110



90. Ptak W., Dobrowolski Z., Marcinkiewicz J., Gryglewski A. (1988). Sex differences in
regulation of contact sensitivity reaction in mice. 1. Influence of sex on the generation of

contrasuppressor and afferent suppressor cells. Clin. Immunol. Immunopathol. 47, 289-295

91. Raj D., Brash D.E., Grossman D. (2006). Keratinocyte Apoptosis in Epidermal
Development and Disease. J. Invest. Dermatol. 126, 243-257

92. Rassner G., Steinert U., Schlagenhauff B. (2006). Dermatologie. Lehrbuch und Atlas. 8.
Auflage, Miinchen: Urban & Fischer

93. Reed J.C. (2001). The Survivin saga goes in vivo. J. Clin. Invest. 108, 965-96

94. Reefman E., Limburg P.C., Kallenberg C.G.M., Bijl M. (2005). Apoptosis in Human
Skin. Role in Pathogenesis of Various diseases and Relevance for Therapy. Ann. N.Y. Acad.
Sci. 1051, 52-63

95. Rehemtulla A., Hamilton C.A., Chinnaiyan A.M., Dixit V.M. (1997). Ultraviolet
Radiation-induced Apoptosis is Mediated by Activation of CD-95 (FAS/APO-1). J. Cell Biol.
272, 25783-25786

96. Rieux-Laucat F., Le Deist F., Hivroz C., Roberts I.A., Debatin K.M., Fischer A., de
Villartay J.P. (1995). Mutations in Fas associated with human lymphoproliferative
syndrome and autoimmunity. Science 268, 1347-1349

97. Rodeck U., Jost M., DuHadaway J., Kari C., Jensen P.J., Risse B., Ewert D.L. (1997).
Regulation of Bcl-xI expression in human keratinocytes by cell-substratum adhesion and the

epidermal growth factor receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 5067-5072

98. Rodeck U., Jost M., Kari C., Shih D-T., Lavker R.M., Ewert D.L., Jensen P.J. (1997).
EGF-R dependent regulation of keratinocyte survival. J. Cell Sci. 110, 113-121

111



98 a. Roers A, Siewe L, Strittmatter E, Deckert M, Schliiter D, Stenzel W, Gruber AD, Krieg
T, Rajewsky K, Miiller W. (2004). T cell-specific inactivation of the interleukin 10 gene in
mice results in enhanced T cell responses but normal innate responses to lipopolysaccharide
or skin irritation. J. Exp. Med. 200, 1289-97

99. Rossiter H., Beissert S., Mayer C., Schoen M.P., Wienrich G., Tschachler E., Kupper T.S.
(2001). Targeted Expression of bcl-2 to Murine Basal Epidermal Keratinocytes Results in
Paradoxical Retardation of Ultraviolet- and Chemical-induced Tumorigenesis. Cancer Res.
61, 3619-3626

100. Saint-Mezard P., Rosieres A., Krasteva M., Berard F., Dubois B., Kaiserlian D.,
Nicolas J-F. (2004). Allergic contac dermatitis. Eur. J. Dermatol. 14, 284-295

101. Santamaria A.B., Davis D.W., Nghiem D.X., McConkey D.J., Ullrich S.E., Kapoor M.,
Lozano G., Anathaswamy H.N.(2002). p53 and Fas ligand are required for psoralen and
UVA-induced apoptosis in mouse epidermal cells. Cell Death Differ. 9, 549-560

102. Sayama K., Yonehara S., Watanabe Y., Miki Y. (1994). Expression of Fas Antigen on
Keratinocytes In Vivo and Induction of Apoptosis in Cultured Keratinocytes. J. Invest.
Dermatol. 103, 330-334

103. Schwarz A., Bhardwaj R., Aragane Y.(1995). Ultraviolet-B-induced apoptosis of
keratinocytes: evidence for partial involvement of tumor necrosis factor-alpha in the
formation of sunburn cells. J. Invest. Dermatol. 104, 922-927

104. Schwarz A., Grabbe S., Grosse-Heitmeyer K., Roters B., Riemann H., Luger T.A,,
Trinchieri G., Schwarz T. (1998). Ultraviolet light-induced immune tolerance is mediated via

the Fas/Fas-ligand system. J. Immunol. 160, 4262-4270

105. Schwarz T. (1998). UV light affects cell membrane and cytoplasmic targets.
Photochem. Photobiol. B: Biology 44, 91-96

106. Schwarz T. (2000). No eczema without keratinocyte death. J. Clin. Invest. 106, 9-10

112



107. Sheikh M.S., Antinore M.J., Huang Y., Fornace A.J. Jr. (1998). Ultraviolet-irradiation-
induced apoptosis is mediated via ligand independent activation of tumor necrosis factor
receptor 1. Oncogene 17, 2555-2563

108. Sitailo L.A., Shalini S.T., Denning M.F. (2002). Activation of Caspase-9 Is Required for
UV-induced Apoptosis of Human Keratinocytes J. Biol. Chem. 277, 19346-19352

109. Srinivasula S.M., Ahmad M., Ottilie S., Bullrich F., Banks S., Wang Y., Fernandes-
Alnemri T., Croce C..M., Litwack G., Tomaselli K.J., Armstrong R.C., Alnemri
E.S.(1997). FLAME-1, a Novel FADD-like Anti-apoptotic Molecule That Regulates
Fas/TNFR1-induced Apoptosis. J. Biol. Chem. 272, 18542-18545

110. Stoll S.W., Benedict M., Mitra R., Hiniker A., Elder J.T., Nunez G. (1998). EGF
receptor signaling inhibits keratinocytes apoptosis: evidence for mediation by Bcl-xl.
Oncogene 16, 1493-1499

111. Takahashi H., Ishida-Yamamoto A., lizuka H. (2001). Ultraviolet B Irradiation
Induces Apoptosis of Kerationcyes by Direct Activation of Fas Antigen. J. Invest. Dermatol.

Symposium Proceedings 6, 64-68

112. Takahashi H., Kobayashi H., Hashimoto Y., Matsuo S., lizuka H. (1995). Interferon-
gamma-dependent stimulation of Fas antigen in SV40-transformed human keratinocytes:
modulation of the apoptotic process by protein kinase C. J. Invest. Dermatol. 105, 810-815

113. Takahashi H., Manabe A., Ishida-Yamamoto A., Hashimoto Y., lizuka H. (2002).
Aberrant expression of apoptosis-related molecules in psoriatic epidermis. J. Dermatol.
Sci. 28, 187-97

114. Takahashi H., Nakamura S., Asano K., Kinouchi M., Ishida-Yamamoto A., lizuka
H.(1999). Fas Antigen Modulates Ultraviolet B-Induced Apoptosis of SVHK Cells:
Sequential Activation of Caspase 8, 3 and 1 in the Apoptotic Process. Exp. Cell Res. 249,
291-298

113



115. Tanaka T., Umesaki N. (2003). Fas antigen (CD95) mediates cell survival signals to
regulate functional cellular subpopulations in normal human endometrial stromal cells. Int. J.
Mol. Med. 11, 757-762

116. Teraki Y., Shiohara T. (1999). Apoptosis and the skin. Eur. J. Dermatol. 9, 413-426

117. Traidl C., Sebastiani S., Albanesi C., Merk H.F., Puddu P., Girolomoni G., Cavani A.
(2000). Disparate Cytotoxic Activity of Nickel-Specific CD8+ and CD4+ Cell Subsets
Against Keratinocytes. J. Immunol. 165, 3058-3064

118. Trautmann A., Akdis M., Kleemann D., Altznauer F., Simon H-U., Graeve T., Noll M.,
Broecker E-B., Blaser K., Akdis C. A. (2000). T cell-mediated Fas-induced keratinocyte

apoptosis plays a key pathogenetic role in eczematous dermatitis. J. Clin. Invest. 106, 25-35

119. Viard 1., Wehrli P., Bullani R., Schneider P., Holler N., Salomon D., Hunziker T., Saurat
J.H., Tschopp J., French L.E. (1998). Inhibition of toxic epidermal necrolysis by blockade of

CD95 with human intravenous immunoglobulin. Science 282, 490-493

120. Vogel G. (2007). Nobel Prizes. A knockout award in medicine. Science 318, 178-179

121. Wang X., Bregegere F., Soroka Y., Kayat A., Redziniak G., Milner Y. (2004).
Enhancement of Fas-mediated apoptosis in ageing human keratinocytes. Mech. Ageing
Dev. 125, 237-249

122. Watanabe-Fukunaga R., Brannan C.lI., Copeland N.G., Jenkins N.A., Nagata S.
(1992). Lymphoproliferation disorder in mice explained by defects in Fas antigen that
mediates apoptosis. Nature 356, 314-317

123. Weber A., Langhanki L., Sommerer F., Markwarth A., Wittekind C., Tannapfel A.
(2003). Mutations of the BRAF gene in squamous cell carcinoma of the head and neck.

Oncogene 22, 4757-4759

124. Wehrli P., Viard 1., Bullani R., Tschopp J., French L.E.(2000). Death Receptors in
Cutaneous Biology and Disease. J. Invest. Dermatol. 115, 141-148

114



125. Weil M., Raff M.C., Braga V.M.M. (1999). Caspase activation in the terminal
differentiation of human epidermal keratinocytes. Curr. Biol. 9, 361-365

126. Weisfelner M.E., Gottlieb A.B. (2003). The role of apoptosis in human epidermal
keratinocytes. J. Drugs Dermatol. 4, 385-391

127. Xu B., Bulfone-Paus S., Aoyama K., Yu S., Huang P., Morimoto K., Matsushita T.,
Takeuchi T. (2003). Role of Fas/Fas ligand-mediated apoptosis in murine contact

hypersensitivity. Int. Immunopharmacol. 3, 927-938

128. Yawalkar N., Hunger R.E., Buri C., Schmid S., Egli F., Brand Ch.U., Mueller Ch.,
Pichler W.J., Braathen L.R. (2001). A Comparative Study of the Expression of
Cytotoxic Proteins in Allergic Contact Dermatitis and Psoriasis. Am. J. Pathol. 158, 803-808

129. Zhang J., Cado D., Chen A., Kabra N.H., Winoto A. (1998). Fas-mediated apoptosis and
activation-induced T-cell proliferation are defective in mice lacking FADD/Mortl. Nature
392, 296-300

130. Zhuang L., Wang B., Sauder D.N. (2000). Molecular Mechanism of Ultraviolet-
Induced Keratinocyte Apoptosis. J. Interferon Cytokine Res. 20, 445-454

131. Zhuang L., Wang B., Shinder G.A., Shivji G.M., Mak T.W., Sauder D.N. (1999). TNF
Receptor p55 Plays a Pivotal Role in Murine Keratinocyte Apoptosis Induced by Ultraviolet
B Irradiation. J. Immunol. 162, 1440-1447

132. Ziegler A., Jonason A.S., Leffell D.J., Simon J.A., Sharma H.W., Kimmelman J.,

Remington L., Jacks T., Brash D.E. (1994). Sunburn and p53 in the onset of skin cancer.
Nature 372, 773-776

115



Cofl Dosth and Dfwseniafion (2000) EA. 12%-100
© 2011 Merdes Natren Latsd Al et maarved (20004011 5N 00

Vorabveriffentlichung e

Enhanced contact allergen- and UVB-induced
keratinocyte apoptosis in the absence of

CD95/Fas/Apo-1

A Hedrych-Ozimira’, K Behrenat’, Z Had’, A Potahl’, D Ussath', R Knawp', T Krieg' and 1 Kaase™'

FASCDSSApe-1 Is a ublguiiously expressed cell-surface receptor invoived In the Inftiation of programmed cell death. its
function In epidermal keratinocytes has been Incompietely defined Avafiable evidence from v wid0 studies points 10 Important
roles of Fas In he pathogenesis of confact dermatitis and I keratinocyte apoptosis hduced by ulravioie! lighl. To define
functions of Fas in the epidermis by vivo, we have generated mice with epidermis-specific deletion of the fs pene and tested iis
reguiremeant for 2 4-dnftrofluorcbenzensinduced comtact dermatitls and for ultraviciet light B (UWWEHNduced kerainocyle
poptosis. We report here our unexpected finding that kerainocyle apoplosis Induced by both a contact allergen and UVE
Iradation was sigrificantly enhanced In Fas-negative epidermis. Expression of Fas by epidermal kerainocyies was nefther
necessary for he normal development of conftact hypersensitiyity of the skin nor required for keratinocyle apoplosis olowing
UVS imagiation. Owr study resulls thus show that in the epidermis v vivo Fas exerts antiapoptotic efiects thal outweigh iis

proapopiofic rode in contact hypersensilivity responses of the skin and in the tissue response of the epidermis 1o UVE iradiation.
Caf Death and Difeventiation (2011] 18, 133-103; cor:10.1053/'032.2010 83 pubished onine & Augest 2010

Fas (AFO-VCD 39| Is a wicey expreszed cel-surtace

receptor belonging 1o he tumor necrosis tactor (TNF) recepior Fas-eapreasing epidermal kerainooyies i associion with
wmmm-uwmuou T-ymphooyles-expressing Fasl has 3iso been descrbed in
as preasscciated homotrimers. Binging of ks cognate mmmmmmmmnu
m&swwmnmmnlm mporant n the of hese condtons. The
olgomerc receplor complenss. As 3 consequerce, several  dssociation of win breshup of
profeins accumulale nest to the cytoplasmic domain of Fas  cel-cell confiacts and fomation of infra epldermal bilsters, a
and form the deah-inducing signaling complex (DISC).' Two calleg has been 1o be
mporant components of the DISC are the adaptor profein medixied by FasFasl inferactions. in adation 0 FasFasl
Fas-associalec ceath comain and s nieracions, T
Ve e By e e g g L S

caspase-8.
nksator of a cascade of proteclytc deavage steps that fnaly
leads 10 the activation of eflecior caspases. Efecior cas-
pases. such as e oysicin prolease caspase-d cleave
various ntracefutyr profeins hereby nducing  celiutar
changes thal cause he phenomencn of apoplosis. In cells,
mpm—:mmmuaw(p&mm
actvaton of the pmapopictic eflector cascade, his s
converted Info active caspase-3 Dy profisohyic cleavage.
Actvation of caspase-3 can be delecied 1 tssues and oels by
mmuncstanng using cleavage sie-speciic antbodies.”
Epidermal teratinocytes have boen shown (o express Fas *
and Agaton of Fas wih 2 specfic anibody can induce
apoptosts of kerainooyles in culture after prefrcubation Wi
~inferieron. In aadtion, supermatant rom actvaled human
T ymphocytes containing both Fasl. and [-nterfenn induced

uuqmmwuumn contact dermatas in
mice.*
hmunmnmmmw
has aiso been proposed 10 actvale non-cell autonomous
mechanisms n eczemalous dermatts. On

nduction of Fas signaing, epldermal keratinocytes produce
#gands for the epidermail growh factor receptor (EGFH) such
as amphireguiin, ransiorming growth facior-s (TGF-3) and
ohers. These have been shown 1o activale antapoptolic
EGFA sigraiing In neighboring ketinocytes 10 protect them
from apopiosis and thus resinct Sssue damage. In acdiion,
EGFR-cepondent signals nduced by Fas stimulation In
kerainocyles have been mmpicaled n he production of
proinfiammaiory cyfokines hatl could conrbule o e
nfammatory reaction In eczematous cermatts " *

'Departmart of Dermatsiogy Certer for Usiscuin Meckore, Unweraty o Cofogrw. Joseph- Sz Soumes § Cologre 20624, Dervay and “The Cargtel Pamiy
rattde % Coce Saseath, Ordecc Corcer attan Unkeraty Meat® Neseot, Torards M50 201 Ortes Caumte

'Coreagondrg ntter | Masse Depertwrt of Desvatoogy Cavter by Mocule: Wescre Unsarsty of Coopre . Josepn-Seicraw-Stasss & Cobgre 20004
Oerrary. Tolo 452 204 7H8 £300 Per ~ 4 B2 204 790 BE Eovat nga "esse@urd dosin de

Keywords TO2 Maz spodermx apopioss 3enbum cel ecrwrmmiows Semmaits

Adtrewations: D comact pomeratvly, DISC deshiutcrg sgraing conpies UNFR. 2 Sdnrfuoctermne DOPH. spicermsl goety St mospior
FADD Pesasxraied tealhy comste FPoad Pas foemd M Saed M dermsoopin o s N0 dvockost MEF: musre avbrponk Becbiess PO
Posctuttyrocts M S5C. srtuw ool TOF 2, maesiowweg gowih et THE e cecrosis acter TUAEL leersl deceynacioctcly sansemes
[TdTmedees AT nick ond Mtaing UVE Sosiolet gt &

Fecaved 261100 rovand 175 %0 sxagted 255 0 Bited by W Decleey, putistes oiem 2520



n wve Senchiors of Fax 1y B epicerms
A mtwslirme e e

Kantinocyts spopions N en axposed o utrsvolet hght
{UV ight) 2 charscisrtoed by the fomation of suntuesn calls
(S8C). Tha & houg 1 bo the man mechanien iy which
polenialy twnsicrmung mutsions aw shmnated fom e
shn. UV gt incddocms DNA demage st lsaxte. i caso of
meparstity, v 53 madisied apopiosis of the damapes
oot ” Tha sciviy of DNA separ mechariems, which deler-
munas ahetter bermirocytes Underge apopfosts. can be
mpsated Sy faciors of the extracelicter mlleu * 1o sddtion
T e DNA Ssmage muporas. spopbats of epiderrmsl
arstinocyfes incluced I!.LN g i reguisied by Faa
cepercient machaniura.  madhaion of huran epscecral
Seratinocytes wih UVE nauces chusierng of Faz on e col
suriace n 3 igns naepender! manmer and recrustment of
FADD o the cytogiseme doman of Fas. Tha s Bought iz
Tigper e zame cxspase-B-depenchry proapopiofic Moraing
cascace thal ta sho induced sfer of Pl o Fus and
made o e sctivation of caxpese-d ' ' Sivier resutts have
Senn Sescrived for murne spidermad kerstrocytes < in

— P KD
Pz ND s AR
o mc AR

it L F
10 —
n
o
c”v ‘
! e Pus 4D
ir v )
.
5? ‘. -- - -
P ! TIT —— — — —
: ¢+ © KD o WD
'
! —_— -
8% 20N 8 20N

Pigare § Oeston o M spterny syt Vet Bof s &
PACS sy By et sttudes agarnt M | Sper prwin ad actr ma bacieg
ool foww prwe | Zacde scised Yo Sack s a1 vl M mhole ane
of b wm et B @) Py apcernd AmayRs Soteet hu reedon
Mo mew raiaed tr Pas sxpessce Oy PALS swiyes I od wenter Mt 4
1€ Perway corenel and Pas AC imeatrcytes sew tesed w Logml PN W
450 ot Sen donisted m M ngwy of e apeais Pan tbody Jod o W0
et At 1 e N cbous wen ansyoer br TNEL conotve mis Ber
Fuis e peocae romam B Sw aurdee of TOMEL poates ool wter B8
eun » Srgasan © matmustad ol ¢ ool e Aswoo
Thy Symus ptnct Jromtve cotvd ot Unmeree sac AR sacoray aasbaty

Wa aho snalyrad porrary borsfeccytes scisied boem
control andd Pas” T mice. Wisatern bict and FACS acelyses
howed exprexson of Fax Dy eratrocytss from condeol mece
Thia was not detectadie N kerstnocytes actuted bom Paz’ *=
mce (Mgus 1B and d). It adsBon, we texted e responss of

murnber of apopictic cells was nol nowmassd N he Fas KO
-?mmﬁﬂ

Fas’ “C mica o2 not show a0 overt pherctype (Suppie-
martxy Fgues 33 Ther skin was macroscopicaly and
tetciogcally chaieguestabio borm hat of control mce. We
also died ot chaerve dfsrences 1 the har cost Steirsng lor



markoers of ollerston ana dfteerdadion i Tw s of
-"mmm-mummwm
(Supplementary Figure 3).

-

Enhanced comact-dermatitis-induced kemnsnocyts
spoptosis i P *® mice. e *aa teen proposed In

coet an mportard a¥ect on e pafhogersss of corkect

beratrocyto: | Wa nouces a coract Myperserataaty (CH)
rmacton in the wars of 18 Pa' " sace (0 letrates and 7
mades) and 14 corfryd muce (8 Semales ared & males) by
chalesgeg tham s 2 4-denfrofiorcbersane (DNFE) n
scatorm'cive o (4:1), 6 cdwys aller sensdosbion Ear
salog was deterraned of fererdl e points  ofer
challange =t 2 matser for e streng®h of e nfameesiory
maction Ear thichrass was tefermiced on e cy of
sensfzalion and mmedaisly Soforw chalionge The
svarage of these rrassursrtanis formed e Seasire valoe

for the delsrmradion of ear swoling. Meansements of ser
Ihckness won repeated 24, 48 72 and S8 » afe

N sgredcart Serences awrs detecisd betasen Pas’
mice and cortrol reice ot any e poied (Migars 2ad. Fermasies
showed sfronger exr sweling than malss Seough sl e
m”r-“muunmu-cm
and an miammaicry ofirais 0 the dermis with sl

delocies »n e rm ol sbham ol sporgoes Do N
control and Pas” T mew

Spongosts was pressr! n al sin sargres of chalerged
Pn'“mu:mn.‘:n“mﬂ‘na..
We used mmurestaining of actvaied ceapeae-3 and lerrernal
decxyruciectidy! rarsierase (THT-madaied TP reck and
labeling (TUNEL) stairung (Figure 3o 1o visualus rirsasd-
dermal apopiofc cafls o chadenged sars of Pax’ - mice and
ool mece 9 b afler chalienge. Unsopeciedy e numter
of spopictc colls in ihe apcierus was hgher & both fermaie
e male Pas’ ' mes as compared wih comtolh. The
A Tt e ——
sigaiicart (Mgums 38 We conciude et n the ONFS-ncuced

CH macton nn mew (1) Fas sxpresses by spalesral
boratrocytos i dopensabtis for B e sweling meacton

Enhanced UVE-Induced keratinocyts aspopiosis In
Pea”"" mice Fax has slsc besn ulicaled 0 Be
spopioms of sarafinccytss fofiowry UVE madation. 'We
therwiors rradiatect 3 Pad® *F mice ardd 13 age-maiched
contol mice wih & doss of 1 Jom” UVE on Bl back afer
shawng. Aler 18 and 24h back siis hom s mae
Fas® * mce ard reem male conftol mice of seven hemse
Fas' " mice srd tor termele cocbos was taken for
snalysts. Malciogicsl sections of passfin-embodded skn
e umed for counfing SDE and Rr TUNEL staiing
Alaugh hare was no diference n e nurmter of TUNEL-

postve cells 1 e spiderms of cortrsl and Pas’ 0 mica

A= ow Rnctars of Pz i B epdemmy
i Netrph Qomra o o

more S5C zressrdd 0 e sk of
Ay, Stareng wih an artbody agains
P40 2 not show poative culls
. We conciude ! cxpression of Fas by
Sarstnccyies s not reguired S UNVE-nduced
barafeocyts apoptonis v VD and that e procence of P
the nurebar of S5C spon LUVDE rradiation.

s
f

|

for Faz In UVB.ndoced hkarssinocyts
i wira. i wo thew 2 conetand sachangs of
beteseny e spiSarmis and othar ohn
To rveatigeis whather deistion of Fas had
cal utonomous mechasieme of haratrocyts
boigled mrafinocyles fom  Fascsgalve
spiarmis. Wastern bt and FACS
mesbinocytes ncheted fom Pas’
hMcstrocytes] dd et asprass Fas proten
b and d). Contrrl and Pas’ keesteocytes. Sres
e Ben sradisied n e with 00 and
200 mbicer” UV snd aradyred by FACS waing an antbody
sgamns! Acres ¥ and by TUNEL staring Reauts of both
Armaxin V and TUNEL stainrng stowed samvllar numbaers ol
spopiotic cortedl and Faa™® bestrocptes (Migae 33 We
conchude had apopious of Maratinocytes on UVE mackason
doss ol depend on the praserce of Fas

|

|

'_
i

Epdermal heratinocytes coratfiutresly mgvess CROSY ang
Fas-nduced kersteocyte Sealh iz come iy hought o havve &
relevary role n e pattogesests of & nunber of severe shn
dzenmss s a3 acrema 370 o spdermal necrolyes £
ANMough apopioats of eptdermal kerstcrocytes b consdered
m & "alrark of m“."um
maaning of tis 8 ot wel andentood The maulis from
mpermmentyl models of contact dermatts A Inconciceive
ha stmerce of Fas or Faal n mece has been repories 1o have
m irfcence on e cosiact! hypersenaliedy responee o
DNFELY In anciter studly, howwesr, arascione-indoced
cormiact dermaltis was jound o e atterusies n Fas rmatan

soen a3 3 characiartic pgn of acule scrwmatous dermmattis
and haz besn proposed 1o be hauced by Fas-mwchaled
feratcocyte Mlng © ooccurred soomaly I e stsence of
spciermal Fas copaason, Sowng el § 3 ot P
depencare. i = Fely thetl = e atesnce of Fua horateo-
cyts kiing = sxecufed by perfoon'prarsyme-dependert
rochars s

In ackdbon 1o &3 rofe In the diuction of apoptonis. Fas s
tmen nuggesied o eict! arfttapopiotc and promfammatory
sgeais n e apdecmis Hyoogh he producion of EOF
ecepicr hganas, such s amphireguiin. TOF-2 arct surmaous

(L4




0 B v tercSons of P e the apirms

A My s el

O furrades

- - - ~
Figare 2 DNFE rduced tostacs dormaiie 1 e stserce o ool P sepuasne (o) Y Paa mee (3 e et
ralsx aee Swieged wtt TS S crye after mrattosor. Dar peelirg was Setererms Dedone O

ey axt V4 corded e o f wades and B
Fard N AR 77 aod 52 1 aler e cwiarge  Ndvitaal tats porty dhow
Fu e rosat of ear seeiing or et Tre oo cacdend tom Pae coraecAve Teasurements oF axr hoiowm B Moogapts e mewroforaioes ages of e’
s of condrt e P’ | o 8y sl raierge wtt UNFE The bear panel of picosee of M E - stared saciorm thows ponpoic Dheer teeston The Mrosrcerirgs
shon peen Somacance &2 COD e CON 1D Re staning o mucie. Scae bam 0 ME stanrg oper 100 e bewe 30 . Scale b I srrciimmecen
tameg . 100,

Cald Dewrt w2 Dferavistor



Cpuna 3
AW e

b R vy

TUNEL

ol ve cale
EE S
“- e
g e -
|
|
|

I e barctom of Pan & B pdemn
3 Matreh Qo of o

" \ :.' 1 ')J,f
S TR Rt s
.4: .;‘.'.. --w?' - '.-'_.{.‘-
Nass
|
. ,
u: =012
181
184
09 .
!
(TR
T ‘ ;
e —— el O
s
Iby
281
201 wye—
18
104
as
e’
.ul\“ = |

Pigare 3 Comtact hpeneradtety Sicad ooyt apoptoes 0 Poosgive ey Accptric ol ses tutecid 00 sher cralerge 2y sabeg o o
sbody spane cewred cupae-1 2 by TALL sarwyg ) Moocope muges of oo sectons of P’ “C mes wd comtl e s b etor cupoae Y Ao
mmaﬁ-‘nhfa‘m & Cm pura Pow Tan numten » S0 o cogae-d o TALL cowtve epCurna ol pur poset ekt n slon secsors of
e o oy corted et e’ e A bte of M sowe ekl of cupaee ] ae UNSL - st scie waes cosnd Azt [ ook ne) wgfsra o
fu P Sqshas v gwr bebvw (The 2o ok of e Pgos 3 svalse or Be My LS et srser oF e powr

prorfiammatony cytoares |t Qecwrt wote sthowa that Ite
iaceluvis Somee of Pas can be fyrsene phosphoniated
ahuch can lead o e recrusimend andd actihvalion of phosptbe-
tetyinastol 3 s (P30 7 These Socings e tased on
” D shuchas of mrmortsiired and prrrary human bersfeo-
cyler and ciher ool thppax Bhar eiovarce for e » wo
siLyton wittm he spderms rermaned Pereiors uncesr Ouwr
uneapocied udy resut Bhowing Yt harstrocyte apogicats
on DNFE chalergs s srharced i Fas-cegatve apkiermis
shows an srapopiotc funcion of Pas and £ = pocsitle that
PL3K signaing or BEQOF mecegior Igarciz mafaie e
profectes sigeal This mechanam coutd cosd mesiict
sctartewe tsus damape o rmaponse T prospopictc st
thus cortrbatng 4 be makvierance of an intact skin barier |
Profably e Aecton of FPaa & miaied 2 2 nonosll
MAONOMOUE usiacrre Way, 23 am Sd et delact e
profacties affec! ageins! apopioss n clbuss of ras
arairocyies Alhough e I In owr waw, The most Baaly
macharsem axplarmg e scoumciaton of spopictc calls n

e sprceres of Pea® 7 mice. we carnot compietely sacksse
e poxibétty Pul e deficoercy of Faz n souiermal
herafrocytss sacdk o an inhitition of Betr sulcphagocytic
ity Ths would el i a docmased siminaton of
spopictic ol ana Bharstyy n thar scoumision. Such a
furction for Fax s however. 20 tar nat Seen reporied In
corrast the dexih sffecicr doman cortalning calular FLICE .-
e hbice proter ¢ FLIP, which can e recrulied o e DISC
mhmmrmmruwmm
Mblmum

Strrudston of Faa 0 epicenmd heratrocytes has slec besn
mporied o tsml = Be peeducion of proilamersicry
cytckines harl could Incitels B farrrratory Mmaponas N
scramaious dermatts ** On the bazts of hase Sochege »
pasziie pethogeric mie of Fes nduces cyfoore producton
" scrams has been sssumed ™ We Bow hew thet
spuciarmue-apeciic defciency of Fas doss not alter the condact
hyperaanaely resporae 1o & DINFE chalienge N mice
AMough our sfucly mauts S0 nof asdiucle production of




B v tercSons of P e the aprmin
A M Opteers of &

a Fax *

12 - nehn

394
.81
284
1514
184 '

0.5 !

of st MPYT

o

o ——

y- 10

.l

Na A TUNEL »

339
10 4
254
204
154
10 4
LR

No of st HFY

Pigere §  Accpuaa of spoereal derafrocyms on UNE rudeton i Pasoegatve spatarns. Demcton of S50 st TUAEL positve seratirarytes |8 and 24 » s UVE
radador. 3 Mo power Tage: of Ir JecoT of Pur' T e and Codn mice 8% afler UVE sadiafion stuemd T ot moaczpy) o wih Be TUNEL medod
Aucsmcencs moraacaoy. Bachk svown noicate S50 abde oes TUNEL poahws cale. i Bar gupts som e oty £ 5 0 of SEC per hgh somer halt (oper

el st TUNEL coutwe epcierag calls per powwr ol JTomer camed

3 and N st UNE radaton To salpas musters of S50, we courted |
2 %e 18 o 345 ppenmard mepacively Por TUMEL stainige. 120 o0 ot 20 P *

T st 110 power Yoty
sower Motts wew cxades Assereh [T rdcae et sgaficeace Faale

2 e sbove Dferces & 550 marter wee ot sgniicad ater 40 SBC srbare calic NPT, hghpoeer el BF power Seie

proirflammatory cytolines In the epiderms on Fas igaton,
they show that the presence of Fas is not required for the
pathogenesis of contact dermaiids o whvo

Kerabnocyle apoptoss on UV rmadaton and subsaquent
alimination of apopiofic bodes from the skin are bedevedio be
ihe mechanisms thal protedt the epidermis fom cumuaing
DNA damage n sun-eoposad sidn. UV ight is absorbed by
nuciear, cytoplasmic or ced memiranc-aliached molecuies

Call Dewrt 2 Drevietor

frat serve as chromophores. Exofation of these chrome-
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Supplementary information accompanies he paper on Cel Death and Diferentiation webslte (hip:Awww nafse com/odd)




Alina Hedrych-Ozimina, geborene Hedrych

Angaben zur Person

Geburtsdatum und -ort: 23. September 1980, Gdansk (Danzig, Polen)

Adresse: Jantarowa 15/2, 84-230 Rumia, Polen

E-Mail: ahedrych@tlen.pl

Telefon: +48 505 319 599

Ausbildung

1995 — 1999 Allgemeinlyzeum Nr. 6, Gdynia (Gdingen, Polen), Abitur
1999 - 2005 Studium der Humanmedizin

an der Medizinischen Universitit zu Danzig,
Abschluss mit dem Arzttitel und der Gesamtnote sehr gut

Sept. 2002 — Juli 2003 4. Studienjahr - an der Universitédt zu Koln,
Sokrates/Erasmus Austauschprogramm

ab April 2005 Dissertation in der Hautklinik der Universitéit zu Koln,
Betreuer: Prof. Dr. med. Dr. h.c. Thomas Krieg
Priv. Doz. Dr. med. Dr. phil. Ingo Haase

Famulaturen in Deutschland

Mirz 2003 Chirurgie, MediaPark Klinik, Kéln
Juli 2003 Innere Medizin, Universitit zu Koln
Juli 2004 Frauenheilkunde, Chirurgie - Universitét zu Jena

berufliche Erfahrung

Januar 2003 — April 2003  OP-Hilfe in der MediaPark Klinik in K6ln

April 2005 — Juni 2006 Gastwissenschaftlerin im Labor der Hautklinik
der Universitét zu Koln

Oktober 2006 — Februar 2009 Arzt im Praktikum in Szpital Morski im. PCK in Gdynia

ab Juli 2009 Facharztausbildung in Klinik der Plastischen Chirurgie
der Medizinischen Universitit zu Danzig



