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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Haut

1.1.1 Die Haut

Die Haut ist das grof3te Organ des Korpers bei Saugetieren. Sie ist in erster
Linie ein Grenzorgan zwischen Innen- und Auf3enwelt. Damit Gbernimmt die
Haut eine Schutzfunktion gegeniber mechanischen, chemischen und
thermischen Reizen. Sie bietet ebenso Schutz vor energiereicher Strahlung
(z.B. UV-Strahlung) und bildet eine Barriere gegen Bakterien und Viren.
Gleichzeitig ist sie ein Sinnesorgan, das Uber Rezeptoren Druck, Wéarme und
Kalte wahrnimmt und Gber die Schweil3sekretion an der Thermoregulation und

am Elektrolythaushalt beteiligt ist.
Die Haut wird unterteilt in:

* Subcutis (Unterhaut, Tela subcutanea)
« Cutis: - Dermis (Lederhaut)
- Epidermis (Oberhaut)

Je nach Funktion sind die einzelnen Bereiche regional unterschiedlich

ausgepragt.

1.1.2 Subcutis

Die Subcutis besteht aus lockerem Bindegewebe mit vielen univakuolaren
Fettzellen. Sie verbindet die Haut mit den darunterliegenden Strukturen wie
z.B. Knochenhaut und Muskulatur. Durch die Subcutis verlaufen die Nerven

und Gefalle zur Haut.

1.1.3 Dermis

Die Dermis ist das unter der Epidermis gelegene Bindegewebe und bildet das

Grundgerust der Haut. Sie beherbergt versorgende Gefal3e und Nerven, sowie
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Schweil3- und Talgdrisen. Die Kollagenfasern, die sich aus Kollagenfibrillen
zusammensetzen, sind die wichtigsten Fasern in der Dermis. Sie bilden ein
Netzwerk, welches parallel zur Hautoberflache ausgerichtet ist. Das
Prokollagen wird intrazellular in den Fibroblasten gebildet. Extrazellular wird
durch enzymatische Abspaltung terminaler Peptide Kollagen gebildet. Das
Kollagen wird zu Fibrillen vernetzt, die wiederum zu Kollagenfasern
aggregieren.

Die Dermis ist in das oberflachliche schmale Stratum papillare und das breite
Stratum reticulare unterteilt. Im Stratum papillare kommt der Kollagen-Typ-VII
vor. Dieser Typ verankert die Dermis mit der Basalmembran und stellt so eine
Verbindung mit der Epidermis her. Im Stratum reticulare sind vorwiegend die
kraftigen Kollagen-Typ-1 Faserbindel vorhanden. Sie bilden ein dichtes
Kollagenfasergeflecht, das mit elastischen Netzen (Elastin, Fibrillin) durchsetzt
ist und der Haut Reil3festigkeit und Verformbarkeit verleiht.

Den grofRten Anteil der dermalen Zellen bilden die Fibroblasten. Die
Fibroblasten synthetisieren die Fasern und die Matrix der Dermis. Daneben
sind auch Histiozyten vorhanden, deren Vorlaufer, die Monozyten, aus der
Blutbahn in die Dermis einwandern. Die Makrophagen sind die aktive
phagozytierende Form der Histiozyten. Sie phagozytieren abgestorbene
Zellen, Abbaustoffe wie Fette, Melanin und Proteine, produzieren Interferon
und TNF (Tumornekrosefaktor) (Mosser, 2003), speichern Antigene und
nehmen an immunologischen Reaktionen teil. Mastzellen sind ebenfalls Uber
die gesamte Dermis verteilt. Die charakteristischen Granula enthalten unter
anderem Histamin, Heparin und Serotonin (spielen eine wichtige Rolle bei
entzindlichen Prozessen in der Dermis), sowie Wachstumsfaktoren. Daneben

kommen in einer geringen Zahl auch Melanozyten vor.

1.1.4 Epidermis

Die Epidermis macht 3 % der gesamten Hautdicke aus. Sie besteht aus einem
mehrschichtigen, verhornten (keratinisierten) Plattenepithel. Sie ist ein
klassisches Proliferationsgewebe und unterliegt somit einer dauernden
Erneuerung. Die Keratinozyten stellen mit ihren  verschiedenen

Differenzierungsformen Uber 90 % des Parenchyms der Epidermis dar.
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Daneben gibt es eine geringe Zahl von Melanozyten, Langerhans-Zellen,

Merkel-Zellen und T-Lymphozyten.

Die Epidermis besteht aus 4 Schichten:

- Stratum basale
- Stratum spinosum
- Stratum granulosum

- Stratum corneum

Die Keratinozyten durchlaufen eine terminale Differenzierung tber diese
Schichten und verandern wahrend ihrer Wanderung Morphologie und Funktion
(Verhornung). Die verschiedenen Schichten sind somit durch einen
unterschiedlichen Entwicklungszustand der Keratinozyten gekennzeichnet.
Das Stratum basale ist die Grenzschicht zwischen Epidermis und Dermis. Sie
besteht aus kubischen Zellen mit groRen Kernen und relativ wenig Zytoplasma.
Die Basalzellen sind durch Desmosomen an benachbarte Zellen und durch
Hemidesmosomen an der Basalmembran verankert. Etwa 5 % der basalen
Keratinozyten sind Stammzellen, die durch mitotische Teilung die
verhornenden Zellen ersetzen.

Daruber befindet sich das aus zwei bis funf Zelllagen bestehende Stratum
spinosum, in dem die Keratinozyten groéf3er werden und in den hdheren
Schichten abflachen. Wegen der multiplen, lichtmikroskopisch stachelartig
erscheinenden Interzellularbriicken (Desmosomen) unter den Zellen, wird
diese Schicht auch Stachelzellschicht genannt.

Darauf folgt das Stratum granulosum, dessen Name von den zahlreichen
Granula in den Keratinozyten abgeleitet wird. Das Stratum granulosum
besteht aus zwei bis drei Zellschichten. Hier sind die Keratinozyten deutlich
abgeflacht. Die Zellen beginnen im groBen Umfang Loricrin, Filaggrin und
Cystatin a zu synthetisieren und in Granula einzulagern, die spater fir die
Bildung der Korneozytenmembran wichtig sind. Nach Auflésung ihrer
Zellkerne und Zellorganellen durch Proteinasen, DNasen und anderen

Enzymen erreichen sie das Stratum corneum.
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Das Stratum corneum ist die oberste Hautschicht und besteht aus zehn bis
zwanzig Zelllagen. Die terminal ausdifferenzierten, kernlosen, verhornten
Keratinozyten werden in dieser auf3ersten Hautschicht auch Korneozyten
genannt. Sie liegen plattenférmig flach und fest gepackt und sind Uber
verhornte Desmosomen (Corneosomen) verbunden. Die Korneozyten
besitzen ein ausgepragtes Keratingerust, um das sich eine stark quervernetzte
Proteinhille ausgebildet hat. Die unter der Zellmembran liegende Proteinhiille
besteht vor allem aus den Strukturproteinen, die im Stratum granulosum

gebildet wurden.

1.1.5 Terminale epidermale Differenzierung der Kera tinozyten

Die Keratinozyten durchlaufen die terminale epidermale Differenzierung. Diese
Differenzierung ist in ein Synthese-, Transformations-, und Terminalstadium
unterteilt. Dabei sind die Keratine ein  Hauptbestandteil der
Keratinozytenstruktur wahrend der terminalen Differenzierung. Etwa zehn
Keratine sind fur ,harte* Epithelschichten spezifisch und bilden Haare und
Nagel. Etwa 20 weitere so genannte Zytokeratine werden normalerweise in
den Epithelgeweben gefunden, mit denen die Kérperhdhlen ausgekleidet sind.
Man unterscheidet zwei Typen von Keratinen. Jedes Epithelgewebe exprimiert
eine charakteristische Kombination von Keratinen der Typen | und Il (Steinert,
1990; Fuchs et al., 1994). Den Typ | bilden die sauren Keratine (pH 4,8-5,7).
Die basischen und neutralen Keratine (pH 5,8-8,0) reprasentieren den Typ II.
Sie bilden stets Heterodimere im Verhaltnis 1:1, die sich zu heteropolymeren
Keratinfilamenten verbinden. Keiner der beiden Typen kann fur sich allein
Filamente bilden. Im Stratum basale wird vorwiegend Keratin 5 (Typ II) und
Keratin 14 (Typ 1) exprimiert. Sie bilden Heterodimere, die sich zu lockeren
BlUndeln zusammenlagern. Im Stratum spinosum wird die Synthese von
Keratin 5/Keratin 14 eingestellt. Stattdessen beginnt die Expression von
Keratin 1 (Typ Il) und Keratin 10 (Typ I). Diese Heterodimere lagern sich zu
Tonofibrillen zusammen und anschlieBend an das Keratin 5/Keratin 14
Netzwerk an. Im Stratum spinosum beginnt zusatzlich die Synthese des

Strukturproteins Involucrin.
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Die Expression der Strukturproteine Loricrin und Filaggrin beginnt im Stratum
granulosum. Involucrin legt sich an die Innenseite der Zytoplasmamembran
und bildet hauptsachlich mit Loricrin, Filaggrin und Cystatin a eine dichte
guervernetzte Proteinhille (Fuchs, 1990; 1993). Diese Proteinhtille bewirkt die
starke Verhornung und Widerstandsfahigkeit der Keratinozyten im Stratum
corneum. Die Strukturproteine werden durch die epidermale Transglutaminase,
die e-(y-Glutamyl)-Lysin-Isopeptid-Briicken bildet (Steven et al., 1994), und
Disulfidbricken quervernetzt. Die Expression von Keratin 6 (Typ Il) und
Keratin 16 (Typ I) wird unter anderem bei Prozessen der Wundheilung in den

suprabasalen Schichten der Epidermis ausgeldst (Mansbridge et al., 1987).

1.1.6 Immunologische Funktion der Keratinozyten

Das ,Hautimmunsystem“ besteht aus verschiedenen Zelltypen. Es
beinhaltet vornehmlich Hautmakrophagen, Langerhanszellen, Mastzellen,
Leukozyten, vaskulare Endothelzellen und Keratinozyten. Die Keratinozyten
sezernieren und setzen Botenstoffe frei, die fur die Immunantwort und
Entztindungsvorgénge wichtig sind (Kupper et al., 1990; McKenzie et al., 1990;
Barker et al., 1991) Nachfolgend sind einige von Keratinozyten produzierte

Zytokine aufgelistet.

Zytokine:
* Interleukin-1 alpha (IL-1a)
Interleukin-1 beta (IL-1B)

* Interleukin-3 (IL-3)
* Interleukin-6 (IL-6)
* Interleukin-8 (IL-8)

* Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)

* Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)

* Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
* Tumour necrosis factor alpha (TNF-a)

* Hepatocyte stimulating factor Il
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Die Zytokine sind an der Initiation der Entziindung, Leukozytose (Vermehrung
der weil3en Blutkorperchen (Leukozyten) im Blut) und der akuten Phase-
Antwort beteiligt (McKenzie, 1990). IL-1 wird in Keratinozyten konstitutiv
gebildet und in den Zellen gelagert. Das macht die Epidermis zu einem sehr
grollen Speicher fur IL-1 (Kupper, 1988). Als primares Ereignis der
Hautabwehr setzen geschadigte Keratinozyten IL-1 frei. IL-1 stimuliert eine
weitere Ausschittung von IL-1 aus den benachbarten Keratinozyten um die
IL-1 Antwort zu verstarken. Des Weiteren stimuliert IL-1 die Produktion von
IL-8 (Baggiolini et al., 1989; Larsen et al., 1989;), IL-6 (Kupper et al., 1989)
und GM-CSF (Kupper et al., 1987). Diese Zytokine sind Aktivatoren fur
pro-inflammatorische Zellen. IL-8 z.B. rekrutiert Neutrophile, Makrophagen
und T-Zellen an ihren Bestimmungsort (Baggiolini et al., 1989; Larsen et al.,
1989). TNF-a, das von IL-1 stimulierten Keratinozyten und Makrophagen
freigesetzt wird, steigert die Immunantwort (Balkwill, 1989), sowie die
MHC-Expression und Antigenprasentation fur die Lymphozyten (Fiero, 1987).
Zuséatzlich induzieren IL-1 und TNF-a die Expression von interzellularen
Adhasionsmolekilen (ICAMS) an der Oberflache von Endothelzellen und
Fibroblasten (Dustin et al., 1986; Pober et al., 1986; Bevilacqua et al., 1989).
Zirkulierende Leukozyten adhéarieren durch die ICAMS an diesen Zellen.
GM-CSF erhoht bei ausgereiften Granulozyten die Phagozytoseaktivitat
(Kupper, 1988). G-CSF verstarkt die Phagozytose von Neutrophilen und
M-CSF die Zytotoxizitat von ausgereiften Makrophagen (Clark, 1987).

1.2 Erkrankung der Haut mit fehlreguliertem Wachstu  m der

Epidermis

1.2.1 Psoriasis (Schuppenflechte)

Die Psoriasis ist eine chronische und schubartig verlaufende entzindliche
Hauterkrankung. Sie kann neben der Haut auch die N&gel und Gelenke
befallen. In den westlichen Landern sind etwa 2 % der Bevolkerung davon
betroffen. Die Ursachen und Mechanismen sind bis heute weitgehend
ungeklart (Schon et al.,, 2005). Die Krankheit kann die Lebensqualitat
erheblich einschrdnken und neben dem physischen auch einen
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psychosozialen Leidensdruck verursachen (Krueger et al.,, 2001). Die
Psoriasis wird in zwei unterschiedliche Formen (Typ | und Il) unterteilt. Die
Erkrankung beginnt bei Psoriasis Typ | im Alter von 10-25 Jahren und
zeigt einen schweren Krankheitsverlauf. Es besteht eine genetische
Disposition, wobei es eine Verbindung zu bestimmten Allelen des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC Major Histocompatibility Complex)
gibt. Der MHC wird beim Menschen als HLA (Human Leukocyte Antigen-
Komplex) bezeichnet. Dazu zahlen die HLA-Allele B13, B17, B39, B57 und mit
einer besonders hohen Assoziation zu Psoriasis die HLA-Allele Cw6 und DRY7.
Bei Tragern dieser Allele ist die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung erhoht
(Barker, 2001). Der Typ Il zeigt einen leichteren Krankheitsverlauf. Die
Krankheit tritt erst im hoheren Alter auf. Es zeigt sich keine familidre Haufung
und keine Assoziation zu den HLA-Allelen. An der Manifestation der Psoriasis

sind endogene und exogene Faktoren beteiligt.

Die Ausloser sind:

* Mechanische Reize: Verletzungen, dauernde Reibung

» Chronische Schadigungen: z.B. haufige und intensive Reinigung,
Sonnenbrand oder Verbrihungen

» Bakterielle Infekte: Mandelentziindungen, vor allem im Kindes- oder
Jugendalter, langwierige Entzindungen innerer Organe (Blinddarm,
Harnwege, Eierstdcke)

» Medikamente: Betablocker, ACE-Hemmer, Lithium, Malariamittel oder
kortisonfreie Antirheumatika

» Stress, Alkohol, Nikotin und ein erhéhter Body Mass Index (Naldi et al.,
2005)

1.2.2 Klinische Erscheinungsform

Die Psoriasis wird durch eine verdickte Haut und scharf begrenzte Plaques mit
weil3-silbriger Schuppung charakterisiert. Der klinische Befund und das

Ergebnis der Gewebeuntersuchung erlauben eine eindeutige Diagnose.
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Die wichtigsten histologischen Kriterien sind:

* Hyperkeratose: Verdickung der Hornschicht

» Akanthose: Verdickung der Epidermis, Verlangerung und Verbreiterung
der Retezapfen

» Parakeratose: Unvollstandige Verhornung und mangelhafter Abbau der
Zellbestandteile, unvollstandiger Zellkernabbau

* Lymphozytares und histiozytares Infiltrat

* Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die Epidermis, welche
unterhalb des Stratum corneum so genannte Munro-Mikroabszesse
bilden

» Stark erweiterte Gefal3e in der Dermis

* Hypogranulose: Fehlen des Stratum granulosum

1.2.3 Pathogenese der Psoriasis

Die Psoriasis ist gekennzeichnet durch eine gestorte Differenzierung der
Keratinozyten und eine Hyperproliferation. In einer gesunden Haut
durchlaufen die Keratinozyten die Differenzierungsstadien in ca. vier Wochen.
Bei der Psoriasis dagegen ist die Mitoserate stark erhoht (Vanscott et al.,
1963). Das fuhrt dazu, dass die Keratinozyten schneller durch die
suprabasalen  Schichten wandern und in  einem  niedrigeren
Differenzierungsstadium verbleiben. Die Expression der Differenzierungs-
assoziierten Keratine 1 wund 10 ist vermindert, wohingegen in
hyperproliferativen Keratinozyten die Proliferations-assoziierten Keratine 6
und 16 verstarkt gebildet werden (Rao et al, 1996). Die
Enddifferenzierungsmarker Loricrin und Filaggrin sind nur schwach oder nicht
mehr nachweisbar (Ishida-Yamamoto et al., 2000). Verschiedene Genorte auf
unterschiedlichen Chromosomen werden mit Psoriasis assoziiert. Zu den

Psoriasis-assoziierten Genorten gehoren:

-  PSORS; (psoriasis susceptibility locus) auf Chromosom 6p21.3,
- PSORS; auf 17q,
- PSORS; auf 4q,
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- PSORS, auf 1cen-g21,

- PSORS:s auf 3921,

- PSORSg auf 19p

- PSORS; auf 1p

-  PSORSg auf Chromosom 16q

Ein weiterer Kandidat konnte auf dem Chromosom 20p lokalisiert sein (Nair et
al.,, 1997). Eine Hypothese geht davon aus, dass ein Antigen in den
Keratinozyten, vermutlich im Zusammenhang mit HLA-Cwe6, T-Zellen stimuliert
und die Erkrankung initialisiert. Am auffalligsten scheint dabei der Genort
PSORS; auf 6p21.3 zu sein. Er liegt im Bereich des MHC. Der Genort zeigt
die groéRte Assoziation mit Psoriasis und unterstreicht die Assoziation der
Psoriasis mit HLA-Cw6 (Trembath et al., 1997). Es werden aber auch weitere
Gene wie z.B. Corneodesmosin oder HCR (alpha helical coiled-coil rod)
diskutiert, die ebenfalls in diesem Bereich liegen und fur die gestorte
Keratinozytendifferenzierung verantwortlich gemacht werden kdnnten (Prinz,
2004). Durch klinische Beobachtungen und Betrachtung der bisherigen Daten
und Hinweise wird vermutet, dass T-Zell-vermittelte Mechanismen bei der
Psoriasis eine wichtige Rolle spielen konnten (Nickoloff et al., 2004).
Allerdings sind andere Immunmechanismen in diesem Zusammenhang nur
unvollstandig untersucht. Wie oben bereits erwahnt, wird bei der
T-Zell-Hypothese davon ausgegangen, dass T-Zellen durch ein bisher
unbekanntes Antigen in den Keratinozyten stimuliert werden. Es wird diskutiert,
ob es Kreuzreaktivitdten zwischen Proteinen in den Keratinozyten und
bakteriellen Proteinen (sog. M-Proteine von Streptokokken) oder viralen
Antigenen gibt (Prinz, 2004). Vielleicht sind auch bestimmte Gefahrensignale
(siehe 1.2.1: Psoriasis (Ausloser)) nétig, um proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a und Interferone (IFN), sowie Adhasionsmolekile zu induzieren, die
dann moglicherweise eine autoreaktive T-Zell-Antwort auslosen. Die Theorie,
dass T-Zellen eine Schlisselrolle bei der Entstehung der Psoriasis einnehmen,
wird teilweise durch therapeutische Ansatze unterlegt. Bei einer
Entziindungsreaktion werden von T-Zellen, dendritischen Zellen, Mastzellen,
Makrophagen, Keratinozyten, Endothelzellen und neuralen Zellen

proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y, Chemokine wie
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IL-8 und Wachstumsfaktoren wie VEGF (Vascular endothelial growth factor)
oder Neuropeptide freigesetzt. Diese Faktoren steigern die Proliferation
von basalen Keratinozyten oder die Rekrutierung von weiteren
proinflammatorischen Zellen. Bei der Psoriasis kommt es primar zu einer
Ausschittung von Zytokinen wie IL-12/IL-23 und IL-18, die in verschiedenen
Zellarten wiederum Zytokine wie TNF-a und IFN-y stimulieren (Nickoloff et al.,
2004; Rosmarin et al., 2005). Deshalb zielen die neuesten Therapieansatze
darauf ab, IL-12/IL-23 oder TNF-a zu blockieren. Die bisherigen Resultate
weisen darauf hin, dass diese pleiotropen Zytokine ebenfalls eine bedeutende

Rolle in der Pathogenese der Psoriasis spielen kénnten (Tobin et al., 2005).

1.2.4 Plattenepithelkarzinom (Spinalom) der Haut

Das Plattenepithelkarzinom der Haut ist ein maligner Tumor. Er ist nach dem
Basalzellkarzinom der zweithaufigste Hauttumor. In der wei3en Bevdlkerung
beobachtet man eine schnelle Inzidenzzunahme (Glass et al., 1989;
Weinstock, 1989; Marks, 1996; Gray et al.,, 1997; Diepgen et al., 2002). Die
Gefahr, an einem Plattenepithelkarzinom zu erkranken, steigt ab dem 40.
Lebensjahr und ist am hochsten im Alter zwischen 70 und 80 Jahren.
Plattenepithelkarzinome sind moglicherweise die Folge der (ber die
Gesamtlebensdauer summierten karzinogenen Noxen. Hauptsachliche
Faktoren sind UV-Schadigung, Réntgenstrahlung sowie chemische Faktoren
wie z.B. Teer, Kohlenwasserstoffe, Mineraldle und Arsen. Durch diese
Karzinogene wird die DNA geschéadigt. Wird die Kapazitat der
Reparationsmechanismen qualitativ und/oder quantitativ tberschritten,
entstehen durch somatische Mutation maligne Zellen. Das grofdte Risiko
stellen lichtgeschadigte Hautareale mit aktinischen Keratosen dar (Mittelbron
et al., 1998). Speziell der UVB-Anteil des UV-Lichts ist daflr verantwortlich,
dass im Zellkern unter anderem Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere gebildet werden,
die bei ausbleibender Reparatur Mutationen bewirken (Grossman et al., 1997).
Aktinische Keratosen sind hautfarbene bis rétliche, fest haftende Rauhigkeiten
der Haut, aus denen Plattenepithelkarzinome hervorgehen kénnen (Salasche,
2000). Aktinische Keratosen werden heute als Vorstufe oder sogar als frihe
Stadien eines Plattenephitelkarzinoms gesehen. Weitere Faktoren, die einen
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solchen Tumor begunstigen kdnnen, sind chronische Entziindungen, Wunden,
Narben und Verbrennungen (Motley et al., 2002). Vor allem chronische
Entziindungen beguinstigen eine Entstehung von Metaplasien und dadurch die
Bildung von Karzinomen. Durch fehlreguliertes Wachstum entsteht aus einer
malignen Zelle ein maligner Zellklon und somit ein Karzinom. Durch Zelltod
(Apoptose) werden etwa 80-90 % der malignen Klone beseitigt. 10-20 % der
malignen  Klone dagegen persistieren und Dbilden Karzinome.
Plattenepithelkarzinome bestehen anfanglich aus unauffalligen, gelb-grau-
braunen, keratotischen Plaques. Diese Plaques entwickeln sich zu exo- und
endophytischen Tumoren. Plattenepithelkarzinome sind histopathologisch
solide, epitheliale Tumore mit Verhornungstendenz oder mit Ulzeration. Sie
bilden von der Epidermis ausgehende, unregelmafiig geformte und verzweigte
Tumorstrange aus. Morphologische Charakteristika sind atypische Mitosen,

Polyploidie, Kernhyperchromasie und -hyperplasie.

1.2.5 Pathogenese des Plattenepithelkarzinoms

Nach aktuellem Wissenstand geht man davon aus, dass die
Plattenepithelkarzinome aus den epidermalen  Stammzellen  der
interfollikularen Epidermis hervorgehen. Dabei kommt es anfanglich durch
eine genetische Alteration zu einer klonalen Expansion der Zellen. Diese
Expansion erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass die nachfolgenden Zellen
zusatzlich weitere genetische Verdnderungen erfahren, die dann zum
malignen Tumorwachstum fiihren. Die ersten genetischen Veranderungen, die
zu Plattenepithelkarzinomen fihren kénnen, sind die Psz3-Mutationen (Pss-
Tumorsuppressorgen). Ps3 reguliert die Expression der Gene, die wichtig far
Zellzykluskontrolle, Apoptose und DNA-Reparatur sind. Eine Mutation im p53-
Gen kann zu einem Funktionsverlust des Enzyms flhren. Die Apoptose und
DNA-Reparatur kann nicht mehr eingeleitet werden und es kann dadurch zu
einem unkontrollierten Wachstum DNA geschadigter Zellen kommen. Die
Mutationen werden in der Regel durch UV-Strahlung ausgeldst. Sie kdnnen
bereits in klinisch unauffalliger Haut nachgewiesen werden. Etwa 80 % der
aktinischen Keratosen weisen eine Ps3-Mutation auf (Grossman et. al, 1997).
Ein weiterer Schritt in der Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms sind

11
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Mutationen in den Protoonkogenen der Ras-Familie, insbesondere bei K-Ras
und H-Ras. Ras ist wichtig fur Signaltransduktionswege, die Wachstums- und
Differenzierungsprozesse regulieren. In aktivierter Form ist Ras an GTP (G-
Protein) gebunden. Wird das GTP zu GDP hydrolysiert, ist Ras inaktiv.
Punktmutationen fihren zu einem Verlust der GTPase-Aktivitdt von Ras. Der
Wechsel zur GTP-gebundenen Form wird dadurch blockiert und es kommt zu
einer Akkumulation von aktiviertem Ras, was zu einem permanenten
Wachstumssignal in den Zellen und letztendlich zu Tumoren fuhrt (Tsao, 2001;
Dlugosz et al., 2002). Des Weiteren zeigen die Karzinome Allelverluste auf
den Chromosomenarmen 17p, 17q, 9p, 3p und 13q (Tsao, 2001).

Auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 (9p21) wurde die Inaktivierung des
CDKN2A-Tumorsuppressorgens (cyclin dependent kinase 2a) festgestellt.
Diese Inaktivierung wurde als weitere Veranderung im Fortschritt der
Plattenepithelkarzinome identifiziert (Dlugosz et al., 2002; Mortier et al., 2002).
In den Karzinomen findet man haufig zusatzlich eine Aktivierung des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) (Dlugosz et al., 2002).
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die verstarkte Aktivierung
des epidermalen  Wachstumsfaktor-Rezeptors  wahrscheinlich ~ zum
Metastasierungspotential der Tumore beitragt (Shimizu et al., 2001). Klinische
Studien legen nahe, dass auch durch humanpathogene Papillomviren (HP-
Viren) Plattenepithelkarzinome ausgeldst werden kénnen. Unter den Viren, die
die Haut befallen konnen, stellen die HP-Viren eine grof3e Gruppe dar. In
vielen gutartigen und tumorahnlichen Veradnderungen in der Haut und
in  Schleimhautverdnderungen konnte Virus-DNA oder Virusprotein
nachgewiesen werden. Zu diesen Veranderungen zahlen z.B. Viruswarzen,
epitheliale  Zysten, orolaryngeale und pharyngeale Papillome und
Keratoakanthome (Melton, 1991; Weber, 1994; zur Hausen, 1996). Die
Umstande von der Infektion bis zur Entartung der Zelle sind noch nicht genau
bekannt. Vermutlich spielt das Virusgen E2 eine Rolle, das auf eine
unbekannte Weise das p53-Tumorsuppressorgen inaktiviert (Majewski et al.,
1995).
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1.3 Phagozyten

1.3.1 Das Phagozytensystem

Die Epithelien bilden fur Erreger eine physische Barriere zwischen dem
Korperinneren und der AulRenwelt. Die aul3ere Grenzschicht der Haut bildet
das Stratum corneum (siehe 1.1.4). Durch die S&aureproduktion der Haut
entsteht ein Saureschutzmantel mit einem pH-Wert von 5,5. Der
Saureschutzmantel wird durch die Produktion von Fettsduren, Lysozym
(Tranen, Schweild) und antibakteriellen Peptiden gebildet. Zusatzlich werden
pathogene Mikroorganismen durch die normale Flora nichtpathogener
Mikroorganismen abgetdtet oder in ihrem Wachstum gehemmt. Es entsteht
eine Konkurrenz um Anheftungsstellen und Nahrstoffe. AuRerdem produzieren
die nichtpathogenen Mikroorganismen der normalen Flora antimikrobielle
Substanzen, die eine Besiedlung anderer pathogener Mikroorganismen
verhindern. Besiedelt oder durchdringt ein Pathogen diese Barriere, ist die
angeborene Immunitat die erste Abwehrschranke fir den Erreger. Zum
Abwehrmechanismus des angeborenen Immunsystems zahlt das
Phagozytensystem. Die zwei Hauptfamilien von Zellen und Mediatoren des
angeborenen Immunsystems sind die Monozyten und Neutrophilen im Blut.
Diese zwei Hauptfamilien der Phagozyten spielen in allen Phasen der
Immunabwehr eine wichtige Rolle. Im Blut zirkulieren standig Neutrophile und
Monozyten. Treten die Monozyten aus dem Blut in das Gewebe Uber, reifen
sie zu Makrophagen aus, die nach dem jeweiligen Gewebe bezeichnet werden:

- Histiozyten (Bindegewebe)

- Mikroglia (Zentralnervensystem)
- Kupfer-Zellen (Leber)

- Alveolarmakrophagen (Lunge)

- Osteoklasten (Knochen)
Die Phagozyten phagozytieren nicht nur opsonisierte Partikel, die durch

Antikdrper und/oder Komplementproteine gekennzeichnet sind. Ihre wichtigste

Funktion ist vor allem Pathogene direkt zu erkennen und sie zu phagozytieren.
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Im Laufe der Evolution haben Makrophagen und neutrophile Zellen mehrere
Oberflachenrezeptoren entwickelt, die allgemein vorkommende Bausteine von
bakteriellen Oberflachen erkennen und an diese binden. Es gibt viele
Rezeptoren fur konservierte Oberflachenmolekile, die essentiell fur die
mikrobiellen Zellfunktionen sind. Diese Muster werden Pathogen-assoziierte-
Molekularmuster (PAMPs) genannt. Die Rezeptoren der Abwehrzellen, die
PAMPs erkennen, sind die so genannten pattern recognition receptors (PRRS).
Sie konnen mit den Komplementrezeptoren, mit denen sie opsonisierte

Partikel aufnehmen, auch verschiedene Bestandteile der Erreger erkennen.

Sie sind in drei Gruppen eingeteilt:

- Sezernierende Rezeptoren: Dazu gehort unter anderem das
Mannosebindende Lektin (MBL) auf Makrophagen und dendritischen
Zellen. Das Protein wird als Akutphaseprotein in der Leber sezerniert.

Es ist ein IgM-Analogon, welches das Komplement C1q aktivieren kann.

- Endozytische Rezeptoren: Zu den endozytischen Rezeptoren gehort
der auf den Makrophagen vorkommende Mannoserezeptor, sowie der

scavenger-Rezeptor, der viele Sialinsaureliganden bindet.

- Rezeptoren der Toll-Familie, die Toll like Rezeptoren (TLR): Darunter
fallen z.B. TLR4 fUr Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien, TLR2
fur Peptidoglykane grampositiver Bakterien und Glykopeptide von

Mykobakterien.

Auf diese Weise werden die meisten Pathogene, die eine Epithelbarriere
Uberwinden, von Phagozyten sofort erkannt. Residente Gewebemakrophagen
sowie zirkulierende Neutrophile und Monozyten binden an das Pathogen. Die
gebundenen Erreger werden phagozytiert und durch intrazellulare oxidative
Mechanismen abgebaut. Dabei kommt es zur Anreicherung im Phagolysosom
(Dorn et al., 2002) sowie zur Synthese reaktiver Sauerstoffmolekule (oxidative
burst) durch NADPH-Oxidasen und Erzeugung von NO durch die
induzierbaren NO-Synthasen (iNOS) (Ischiropoulos et al., 1992).
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Um Pathogene aufzunehmen, missen Granulozyten und Monozyten aus den
Gefallen in die Dermis Ubertreten. Der Vorgang, durch den die Leukozyten
aus dem Blutstrom durch die Blutgefal3e in die benachbarten Gewebe
wandern, wird Diapedese genannt (Springer, 1994; Springer, 1995). Der erste
Schritt wird durch die Adhasionsrezeptoren der Selektinfamilie vermittelt. Die
Selektine erkennen auf den Leukozyten Kohlenhydratepitope bestimmter
Glykoproteine mit denen sie in Wechselwirkung treten. Die Bindung ist jedoch
zu schwach, um den Scherkraften des Blutstroms entgegenzuwirken. Deshalb
srollen® die Leukozyten am Endothel entlang, indem fortwahrend neue
Verbindungen ausgebildet und alte wieder gelost werden. Dieses
.Rollen® ermdglicht jedoch die Ausbildung von starkeren Verbindungen der
Lymphozyten mit dem Endothel. Induzierte Adhasionsmolekiile auf den
Endothelzellen wie z.B. ICAM-1 (ebenfalls durch TNF-a induziert) und die
Aktivierung seiner Liganden LFA (CD11a:CD18) und Mac-1 (CD11bh:CD18)
auf den Leukozyten beenden das ,Rollen® durch eine stabilere
Wechselwirkung. Bei der Durchquerung der Leukozyten durch das Endothel
sind die Leukozytenintegrine LFA und Mac-1, sowie PECAM
(Platelet/endothelial cell adhesion molecule), welches sowohl auf den
Leukozyten als auch auf den Verbindungsstellen zwischen den Epithelzellen
exprimiert wird (Newman, 1997), beteiligt. Diese Interaktionen ermdglichen
den Phagozyten, durch die Endothelzellen zu migrieren und in die Dermis

einzuwandern.

1.3.2 Aktivierung der Makrophagen

Nach heutigen Erkenntnissen werden aktivierte Makrophagen nicht mehr nur
als einfache Zellen gesehen, die Entzindungsmediatoren sezernieren und
intrazellulare Pathogene phagozytieren. Man spricht vielmehr bei aktivierten
Makrophagen von einer heterogenen Gruppe. Sie zeigen eine
unterschiedliche Physiologie mit verschiedenen immunologischen Funktionen.
Man kann die aktivierten Makrophagen in folgende drei Gruppen einteilen
(Mosser, 2003).
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Die erste Gruppe bilden die klassisch aktivierten Makrophagen:

Klassisch aktivierte Makrophagen werden durch TNF und IFN-y aktiviert. Ihre
phagozytische Funktion erlangen sie aber nur in Kombination mit Mikroben
oder mikrobiellen Produkten wie LPS (Lipopolysaccharid) (Moser, 2003).
Aktivierte Makrophagen zeigen eine gesteigerte Migration und eine erhohte
Pinozytose. Ebenso zeichnen sich aktivierte Makrophagen durch eine erhéhte
Féahigkeit aus, Mikroorganismen zu téten und abzubauen. Die Produktion von
reaktiven Sauerstoff- und NO-Spezies steigt an. Dagegen zeigen sie eine
reduzierte Expression des Mannoserezeptors und des Fc-Rezeptors fur 1gG
(FcyRIl) (Ezekowitz et al., 1984). Aktivierte Gewebemakrophagen konnen
organisierte  Ansammlungen bilden. Diese Makrophagen sind eine reiche
Quelle  pro-inflammatorischer ~ Zytokine,  toxischer  Radikale  und
inflammatorischer Lipidmediatoren. Diese Produkte konnen betrachtliche
Gewebeschaden erzeugen. Deshalb wird die Aktivitdt dieser Makrophagen
reguliert, um eine unkontrollierte Zerstérung des Gewebes zu verhindern. Die
immunregulatorischen Zytokine transforming growth factor (TGFB) und IL-10
spielen dabei eine wichtige Rolle. TGFB und IL-10 konnen durch die
Makrophagen selbst oder durch umliegende Zellen produziert werden (Mosser,
2003). Knock-Out Mause, denen eines dieser Zytokine fehlt, sind sehr anfallig
fur entziindliche Krankheiten (Ho et al., 1994; Reed, 1999).

Die zweite Gruppe bilden die alternativ aktivierten Makrophagen:

Bei der Untersuchung des Mannoserezeptors auf Makrophagen wurde
beobachtet, dass die Behandlung der Makrophagen mit IL-4 ein effizienter
Weg ist, die Expression des Rezeptors zu induzieren (Stein et al., 1992).
Diese Makrophagen spielen eine andere biologische Rolle als die klassisch
aktivierten Makrophagen. Sie sind nicht in der Lage, reaktive NO-Spezies zu
produzieren (Rutschman et al., 2001). Damit ist die Fahigkeit, intrazellulare
Mikroorganismen abzutéten kompromittiert. Obwohl sie einige MHC Klasse I
Molekile hochregulieren, sind sie bei der Antigenpréasentation nicht sehr
effizient. In vielen Fallen hemmen alternativ aktivierte Makrophagen die T-Zell
Proliferation (Schebesch et al.,, 1997). Eine besondere Rolle scheinen
alternativ aktivierte Makrophagen in der Wundheilung zu spielen. Sie sind in

der Lage, groRe Mengen von Fibronektin und Matrix-assoziierten Proteinen
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herzustellen (Gratchev et al., 2001) und fordern die Fibrogenese (Song et al.,
2000).

Die dritte Gruppe stellen die Typ ll-aktivierten Makrophagen dar:

Der Name der Typ ll-aktivierten Makrophagen wird von der Tatsache
abgeleitet, dass sie vorzugsweise eine Th2 vermittelte Immunantwort
induzieren. An aktivierten Makrophagen wurde festgestellt, dass die
Besetzung des Immunoglobulin G (IgG) Fcy-Rezeptors (FcyRs) die 1L-12
Synthese ausschaltet (Schutterwala et al., 1997) und die Produktion von
hohen IL-10 Mengen stimuliert (Schutterwala et al., 1998). Die Besetzung des
FcyRs muss mit einem Makrophagenstimulatorischen Signal gekoppelt sein,
um die Zytokinproduktion zu veréndern. Diese Signale werden durch die
Stimulation der Toll like Rezeptoren, sowie durch CD40 oder CD44
ausgesendet. Klassisch aktivierte Makrophagen stimulieren T-Zellen zur
Produktion von IFN-y als Antwort auf ein Antigen. Typ ll-aktivierte
Makrophagen dagegen stimulieren T-Zellen zur Produktion von hohen
Mengen an IL-4 (Anderson et al., 2002). IL-4 wiederum stimuliert B-Zellen zur

Produktion von IgG1 als Antwort auf ein Antigen.

1.4 Der NF-kB (Nuklearer Faktor kB) Signaltransduktionsweg

1.4.1 Regulation der Gentranskription durch Transkr  iptionsfaktoren

Zellen reagieren mit einer spezifischen Genexpressionsantwort auf
Veranderungen (Stimuli) in ihrer Umgebung. Diese werden durch Rezeptoren
in der Zellmembran bzw. im Zytosol wahrgenommen. Wird ein
Obenflachenrezeptor aktiviert, fuhrt dies zu einer komplexen Abfolge an
Signalubertragungsvorgangen von der Zellmembran in den Zellkern. Dies
geschieht durch eine Modifikation von “Vermittlern* (second messenger). Bei
solchen Signaltransduktionskaskaden, die vom Stimulus zur Genexpression
fuhren, bilden die Transkriptionsfaktoren das letzte Glied in dieser Kette.
Transkriptionsfaktoren sind im Ruhezustand an inhibitorische Untereinheiten
gebunden. Nach einer Aktivierung werden sie von ihren Untereinheiten

getrennt. Dadurch verlagern sie sich in den Zellkern der Zelle und regulieren
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die Transkription der Gene durch sequenzspezifische DNA-Bindung an
regulatorische Promotor- und Enhancer-Einheiten. Dabei kann nicht jeder
Transkriptionsfaktor jedes Gen regulieren. Fir verschiedene Gene bestehen
im Promotor und Enhancer kodierte Muster (Bindungsstellen), die spezifische
DNA-Erkennungsmotive fir die Transkriptionsfaktoren sind. Eine Regulation
der Zielgene erfolgt somit durch komplexe Interaktionsmuster zwischen
aktivierenden/suppressiven Transkriptionsfaktoren (Goodrich et al., 1996)

1.4.2 NF-kB

NF-kB wurde 1986 in B-Lymphozyten der Maus entdeckt (Sen et al,. 1986)
und als ein Transkriptionsfaktor mit hoher konstitutiver Aktivitdt an einem
spezifischen  Sequenzmotiv im  Immunglobulin-kappa-Ketten-Enhancer
beschrieben. Nach seiner Entdeckung zeigte sich relativ friih, dass NF-kB in
fast allen Koérperzellen vorkommt und durch verschiedene Stimuli sehr schnell
zahlreiche Gene aktivieren kann. Somit stellt NF-kB einen pluripotenten
Aktivierungsfaktor einer zellularen Antwort auf Veranderungen in der Umwelt
dar. NF-«kB hat eine zentrale Rolle im Immunsystem und bei
inflammatorischen Prozessen und ist zudem an einer Vielzahl von zellularen
Prozessen, wie Zelladhasion, Wachstumskontrolle, Differenzierung und
Apoptose beteiligt (Baldwin, 1996; Siebenlist, 1997; Karin et al., 2000). Es gibt
eine grofe Anzahl von Stimuli die NF-kB aktivieren kénnen. Aktivierende
Stimuli sind infektiosse Agenzien wie Viren und Bakterien, physikalischer
Stress wie UV-Strahlung bis hin zu biochemischen Reizen und zellularen
Botenstoffen wie die Zytokine (TNF-a und IL-1), Hormone oder
Wachstumsfaktoren (siehe Tabelle 1). NF-kB regulierte Gene sind zum
groldten Teil Gene, die Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und
zellulare Rezeptoren kodieren (siehe Tabelle 2).
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Tabellel : Auflistung einiger NF-kB aktivierenden Agenzien

NF-kB aktivierende

Agenzien
Zytokine TNF-a /TNF-B (Tumornekrosefaktor)

IFN-B/IFN-y (Interferon)

IL-1/1L-2/IL-6/IL-17/IL-18 (Interleukin)
Wachstumsfaktoren | GM-CSF (Granulocyte/Macrophage colony stimulating

factor)
Insulin

Physikalischer
Stress

UV-Strahlung
lonisierende Strahlung

Oxidativer Stress

H,0, (Wasserstoffperoxid)
Reoxigenierung
Ozon

Bakterielle Produkte

Lipopolysaccharide

Viren

HIV-1 (Human immunodeficiency virus)
HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus)
HBV (Hepatitis B virus)

HSV-1 (Herpes simplex virus)

EBV (Epstein-Barr virus)

CMV (Zytomegalovirus)

Sendai-Virus

Tabelle2: Aufstellung einiger NFkB regulierten Gene

NF-kB regulierte

Gene
Zytokine IL-1a/IL-1B/IL-2/1L-3/IL-6/IL-12/IL-15
TNF-a/TNF-
IFN-B
Wachstumsfaktoren G-CSF (Granulocyte colony stimulating factor)
GM-CSF (Granulocyte/Macrophage colony stimulating
factor)
M-CSF (Macrophage colony stimulating factor)
Chemokine IL-8

Makrophagen Chemotaktisches Peptid-1

Adhasionsmolekule

ICAM-1 (Intrazellulares Adhasionsmolekul)
VCAM-1 (Vaskulares Zell Adhasionsmolekul)
E-Selektin

Immunregulierende
Proteine

Igk leichte Ketten

MHC Klasse | und Klasse Il
TCR-a/TCR-B (T-Zell Rezeptor)
B2-Mikroglobulin

Transkriptionsfaktoren

p105/ p100/c-Rel/Bcl 3

Stress-Proteine

SAA ( Serum Amyloid A precursor)
Komplementfaktoren C3, C4
«1-Acid-Glykoprotein
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1.4.3 Die NF-kB/Rel Transkriptionsfaktoren

Die aktive Form von NF-kB ist ein Dimer aus zwei verwandten Protein-
Untereinheiten, die aus der Rel-Familie stammen. In S&ugetieren sind bisher
folgende Mitglieder der NF-kB/Rel-Familie bekannt: p65 (Rel A), Rel B,
p50/p105, p52/p100 (Pahl, 1999). Die Untereinheiten besitzen eine ca. 300
Aminosauren lange N-terminale Region, die als Rel-homology-domain (RHD)
bezeichnet wird. Innerhalb dieser RHD befindet sich eine DNA-Bindestelle, die
als Kernlokalisierungssignal (NLS= Nuclear localization signal) bezeichnet
wird, welche fir den Transport des Proteins vom Zytoplasma in den Zellkern
bendtigt wird. Dort ist auch die Dimerisierungsregion lokalisiert (Baldwin,
1996). P50 und p52 entstehen durch Proteolyse ihrer Vorlauferproteine p105
und pl00, die eine lange carboxyterminale Doméne mit sieben
Wiederholungen von Aminosduresequenzen (Ankyrin-Repeats) besitzen.
Diese Ankyrin-Repeats maskieren das NLS, was zu einer Inhibition der
Translokation von NF-kB in den Zellkern und Zurtickhaltung im Zytoplasma
fuhrt. Mit der proteolytischen Abspaltung des Ankyrin-Repeats durch das
26S-Proteasom wird der p50 bzw. p52 Teil des Vorlauferproteins frei und steht
der Dimer-Bildung zur Verfigung. (Henkel et al., 1992; Palombella et al.,
1994). Von grolRer Bedeutung ist, dass die Proteine der NF-kB/Rel-Familie
miteinander viele verschiedene Homo- und Heterodimer-Kombinationen
ausbilden  konnen. Dadurch kdnnen verschiedene Untereinheiten-
Kombinationen unterschiedliche DNA-Erkennungsmotive detektieren und
somit verschiedene Gene aktivieren. Zusatzlich haben die Untereinheiten-
Kombinationen zu verschiedenen NF-kB-Bindungsstellen eine starke oder
schwache Affinitdt, was zu einer zusatzlichen regulatorischen Varianz
fuhrt (Perkins et al., 1992). Die DNA-Konsensussequenz der DNA-
Erkennungsmotive fur NF-kB ist RYN (R=Purin, Y=Pyrimidin, N=beliebige

Base).

1.4.4 1kB (Inhibitor von NF- KkB)

Die Inaktivierung von NF-kB im Zytoplasma wird durch die Bindung an
inhibitorische Untereinheiten (IkB) bewirkt. Es wurden bisher sieben IkB-

Untereinheiten beschrieben: IkBa, IkBf, IkBy, IkBe und BCL3 sowie die
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Vorlauferproteine p100 und pl105. Alle IkB-Untereinheiten besitzen, wie bei
pl00/p105 bereits erwahnt, eine Domane mit Ankyrin-Repeats. Die
IkB-Proteine maskieren durch ihre Ankyrin-Repeats das NLS und halten den
Transkriptionsfaktor inaktiv. Am bekanntesten und am ausfihrlichsten
beschrieben ist IkBa (Ghosh et al., 1990; Zabel et al., 1990; Davis et al., 1991,
Haskill et al., 1991). IkBa besteht aus einer 70 Aminosauren langen
N-terminalen Region mit potentiellen Phosphorylierungsstellen, einer 205
Aminosauren langen zentralen Region, in der die Ankyrin-Repeats liegen,
sowie einer 42 Aminosauren langen C-terminalen PEST-Domane. Die PEST-
Region ist eine Prolin, Glutamin, Serin und Threonin reiche Sequenz. Sie ist
fur den schnellen Abbau der Proteine durch Proteasomen verantwortlich
(Rechsteiner et al., 1996). Die sehr schnelle Aktivierung von NF-kB durch eine
Stimulanz beruht auf der schnellen Degradierung des Inhibitormolekiils IkBa
durch Phosphorylierung an spezifischen Serinresten und die darauf folgende
Ubiquitinilierung (Traenckner et al., 1995; Baldi et al., 1996) und proteolyse
durch das 26S-Proteasom (Chen et al., 1995). NF-kB wiederum bindet nach
seiner Aktivierung auch an NF-kB-Bindestellen im Promotor von IkBa und
fordert die Resynthese des IkBa-Proteins (Le Bail et al., 1993). Im Zellkern
bindet IkBa aufgrund der hohen Bindungsaffinitdt zu NF-kB an den
Transkriptionsfaktor und entfernt diesen von der DNA durch Bildung eines
neuen IkBa/NF-kB-Komplexes, der dadurch wieder zuriick ins Zytoplasma
gelangt (Arenzana-Seisdedos et al, 1997). Dies stellt einen
autoregulatorischen transkriptionellen Rickkopplungmechanismus dar (Sun et
al., 1993).

1.4.5 IKK (Inhibitor kB-Kinasekomplex)

Zwei Komponenten des IkB-Kinasekomplexes sind die Serin/Threonin-
Kinasen IKKa (IKK1) und IKKB (IKK2) (Mercurio et al.,, 1997; Zandi et al.,
1997). IKKa (85 kDa) und IKKB (87 kDa) besitzen eine N-terminale
Kinasedoméne, eine Leucin-Zipper Region, mit der sie miteinander Homo-
und Heterodimere ausbilden kdnnen, sowie eine Helix-Loop-Helix-Domane
(HLH) in ihrem C-terminalen Bereich mit der sie weitere Proteine binden
kénnen. Eines dieser Proteine, mit denen IKKa und IKK( dimerisieren und den
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IkB-Komplex bilden, ist das 48 kDa groR3e Protein Nemo (NF-kB essential
modulator), welches auch als IKKy bezeichnet wird (Rothwarf et al., 1998;
Yamaoka et al, 1998). Auch IKK wird wie die IkB-Proteine durch
Phosphorylierung reguliert (Delhase et al., 1999). Nach einem NF-kB
aktivierenden Stimulus werden in den Kinasedoméanen von IKK bei IKKa die
Serinreste 176 und 180 und bei IKKB 177 und 181 phosphoryliert. Dies
aktiviert den IKK-Komplex, wobei nur die Phosphorylierung von IKKQ
notwendig ist. Der aktivierte IKK-Komplex phosphoryliert wiederum die
IkB-Proteine. Es wurden viele Kinasen gefunden, die fir die Aktivierung
(Phosphorylierung) von IKK verantwortlich sein kénnen. Ein Beispiel eines
Aktivators von IKK ist NIK (NF-kB-inducing-kinase) (Regnier et al., 1997,
Woronicz et al.,, 1997), der unter anderem nach TNF-Stimulation durch die
beiden TNF-Rezeptoren TNFR; und TNFR, aktiviert werden kann. Weitere
aktivierende Kinasen sind NAK (NF-kB-inducing-kinase) (Tojima et al., 2000)
und die Ubiquitin-abhangige Kinase TAK1 (Wang et al., 2001).

Stimulus

|
} /..
-
) @®
" TN
‘ R BB ’

\ Zellkern ’

I
Abbildung 1.1: Aligemeine Darstellung des NF- kB Signaltransduktionsweges.

Zytoplasma

Gezeigt wird das Beispiel eines p65(RelA)/p50-Heterodimers im Komplex mit IkBa. Durch
einen Stimulus wird der IKK-Komplex phosphoryliert und damit aktiviert. Dieser
phosphoryliert IkBa, was als Signal fir eine nachfolgende Polyubiquitinierung von IkBa
dient. Das polyubiquitinierte IkBa wird durch das 26S-Proteasom degradiert, wodurch NF-
kB freisetzt wird. NF-«kB transloziert in den Zellkern, wo es an das kB-Erkennungsmotiv in
den Promotoren seiner Zielgene bindet und diese reguliert (eigene Darstellung).
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1.4.6 NF-kB und Tumorentstehung

Der NF-kB Signaltransduktionsweg spielt nicht nur eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Entzindungsvorgangen und der Immunantwort, sondern auch
bei der Zell-Proliferation und Onkogenese (Baldwin, 1996; Mayo et al., 1997).
NF-kB besitzt die Fahigkeit die Apoptose zu unterdricken und die Expression
von Protoonkogenen wie c-myc und cyclin D1 zu induzieren (Gutridge et al.,
1999; Phal, 1999). Ebenso ist NF-kB in der Lage die Expression von z.B.
Zelladhasions-Proteinen, Matrix Metalloproteinasen, Chemokinen und
inflammatorischen Zytokinen zu regulieren, die eine Tumorinfiltration und
Angiogenese fordern (Bharti et al., 2002). Die ersten Hinweise fir die
Bedeutung von NF-kB in der Tumorgenese fand man durch das stark
onkogene retrovirale Homolog von c-Rel. Das Homolog v-Rel ist die Ursache
bei der Karzinogenese in lymphatischen Vogelzellen (Gilmore et al., 1996).
Eine spatere Studie wies darauf hin, dass v-Rel auch in vivo die Fahigkeit hat
maligne Zellen zu induzieren. Transgene Mause, die v-Rel unter der Kontrolle
eines T-Zell-spezifischen Promotors exprimieren, entwickeln T-Zell-Lymphome.
Inhibiert man die NF-kB Aktivitdt in diesen Tieren, verzégert sich die
Entwicklung von T-Zell Lymphomen und die Lebensdauer von v-Rel
transgenen Mausen wird verlangert. Es wurde anhand vieler humaner
Tumorerkrankungen (z.B. Brustkrebs, Lungenkrebs und viral-induzierter
Tumore) festgestellt, dass eine Hemmung von NF-kB eine Aufhebung der
Proliferation von Tumorzellen bewirkt (Giri et al.,, 1998; Chen et al., 2001,
Mukophadhyay, 2001; Rath et al., 2001; Bharti et al., 2002; Bhatrti et al., 2003;
Younes et al., 2003). Einen weiteren Hinweis fur die Rolle von NF-kB in der
Onkogenese liefert die Schadigung der Gene der NF-kB Familie. Es wurde
gezeigt, dass Gene, die z.B. Rel-A, c-Rel, NF-kB1 (p105/p50) und NF-kB2
(p100/p52) Proteine kodieren, in Regionen des Genoms lokalisiert sind, die an
der Umgestaltung und Verstarkung von Tumoren beteiligt sind (Rayet et al.,
1999; Chen et al., 2001). In einigen Tumorzelllinien konnte gezeigt werden,
dass die Gene von NF-kB2 und c-Rel mutiert waren (Neri et al., 1991;
Fracchiolla et al., 1993). Die Hemmung der NF-kB-Aktivitat in epidermalen
Keratinozyten fiihrt zur spontanen Bildung von epidermalen Tumoren (Seitz et
al., 1998; Dajee et al., 2003). Hogerlinden et. al haben dies 1999 speziell in
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der Haut von adulten Mausen gezeigt. Die Hemmung von NF-kB erfolgt mit
einem hautspezifischen K5-IkB-a Superrepressor. Die Tiere zeigen neben
einer gestorten epidermalen Homedostase und Haarfolikel-Entwicklung eine
Zunahme der Anzahl apoptotischer Keratinozyten und die spontane Bildung
von Plattenepithelkarzinomen. Einen weiteren Hinweis liefern IKKy-defiziente
Mause. Weibliche heterozygote IKKy-defiziente Mause entwickeln einen
Hautphanotyp, dessen Verlauf groRe Ahnlichkeiten mit der humanen
Hauterkrankung Incontinentia Pigmenti hat (Makris et al., 2000; Schmidt-
Supprian et al.,, 2000). Es ist nachgewiesen worden, dass Incontinentia
Pigmenti das Resultat eines Funktionsverlustes von IKKy durch eine
Mutation in diesem Gen ist (Smahi et al., 2000). Im Zusammenhang mit
Plattenepithelkarzinomen wurde beschrieben, dass die Tumore eine spate
Manifestation von Incontinentia Pigmenti darstellen (Simmons et al.,1986;
Korstanje et al., 1991; Sakai et al., 2000). Interessant fir die Tumorentstehung
durch NF-kB in der Haut ist das proinflammtorische Zytokin TNF-a. In
drei verschiedenen Mausmodellen (K5-IkB-a, weibliche heterozygote
IKKy-defiziente und K14-Cre/IKK2™F-- Mause) wurde eine vermehrte
Expression von TNF in der Haut gefunden (van Hogerlinden et al., 1999;
Makris et al., 2000; Pasparakis et al., 2002). Die Kreuzung von K5-IkB-a
Mausen in einen Tumor necrosis factor receptor 1 (Tnfr-1) negativen
Hintergrund unterdrickt die Entwicklung des Phanotyps und die Entstehung

von Plattenepithelkarzinomen.

1.5 Gen-Knock-out

Durch das zielgerichtete Ausschalten von Genen in der Maus hat man die
Maoglichkeit, die Funktionen eines Gens in vivo zu erforschen. Knock-out-
Mause sind vor allem als Modellsystem zur Analyse menschlicher
Erbkrankheiten geeignet. Um einen Knock-out bei Mausen zu generieren,
muissen als erstes mutierte Allele in embryonale Stammzellen (ES-Zellen)
Ubertragen werden (Soriano, 1995). Das mutierte Allel des zu untersuchenden
Gens wird Uber einen Targeting-Vektor, der einen homologen
Sequenzabschnitt zum Zielgen hat, durch Transfektion in die ES-Zellen

Ubertragen. Durch homologe Rekombination integriert das mutierte Allel an
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dem vorgesehenen Gen-Locus. Die Frequenz einer homologen
Rekombination betragt ca. 1 %. Durch Insertion eines Selektionsmarkers, wie
z.B. des neo'-Gens (Neomycin-Resistenz), in den zum Zielgen homologen
Sequenzabschnitt, Uberleben nach Behandlung mit Neomycin die
rekombinanten Zellen aufgrund ihrer erworbenen Neomycin-Resistenz
(positive Selektion) und kénnen von den nichtrekombinierten Zellen getrennt
werden. AulRerhalb des homologen Bereichs kann man einen zweiten
Selektionsmarker, wie z.B. das Thymidin-Kinase-Gen des Herpes-simplex-
Virus, einfugen. Im Gegensatz zum endogenen Enzym der Maus kann die
virale Thymidin-Kinase das Nucleotidanalogon Ganciclovir in das
Monophosphat uberfiihren, das nach Bildung des Triphosphats die DNA-
Replikation in den ES-Zellen hemmt. Behandelt man die Zellen mit Ganciclovir,
sterben die Rekombinanten mit zufallig eingefuihrter DNA (negative Selektion),
well in ihrer Sequenz das virale Thymidin-Kinase-Gen noch enthalten ist. Bei
einer homologen Rekombination ist dieser Abschnitt nicht mehr vorhanden
und man erhalt die Rekombinanten mit Locus-spezifisch eingefugter DNA.
Diese ES-Zellen werden in die Hohle der Blastocyste eines Embryos
Ubertragen. Die Embryonen werden in ein pseudotrachtiges Weibchen
implantiert. Einige dieser Nachkommen sind Chimare. Diese Nachkommen
besitzen Gewebe, die sowohl aus den Wirtszellen, als auch aus den injizierten
ES-Zellen entstanden sind. Da sich aus den ES-Zellen sowohl Gewebe der
Keimbahn als auch somatische Zellen entwickeln kdnnen werden die Chimare
mit  Wild-Typ-Mausen gekreuzt. Ein Teil der Nachkommen besitzt
Keimbahnzellen, die aus den ES- Zellen entstanden sind. Kreuzt man die fur
das mutierte Allel heterozygoten Tiere, erhalt man Nachkommen, die fur das

Allel homozygot sind und somit eine Knock-out-Mutation in sich tragen.

1.5.1 Das Cre-loxP-Rekombinationssystem

Haufig fuhrt der Knock-out eines Gens sehr frih zu einem letalen Phanotyp.
AulRerdem ergibt sich oft die Fragestellung, wie sich der Knock-out eines Gens
in bestimmten Korperbereichen und/oder bestimmten Entwicklungsphasen

der Maus verhalt. Um dies beantworten zu kdnnen, wurde das
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Cre-loxP-Rekombinationssystem entwickelt, das einen Organ- und/oder
Zeitspezifischen Knock-out erlaubt (Gu et al., 1994).

Das Cre-loxP-Rekombinationssystem stammt aus dem Bakteriophagen P1.
Das Verfahren beruht auf positionsspezifischen DNA-Rekombinasestellen
(loxP-Stellen: locus of crossover in P1) und dem Enzym Cre (causes
recombination), das die Rekombination zwischen zwei loxP-Sequenzen
katalysiert (Sternberg et al., 1981; Abremski et al., 1984)

Dieses System kann auch auf Mauszellen Ubertragen werden. In den
ES-Zellen wird das untersuchte Gen durch homologe Rekombination mit
loxP-Sequenzen flankiert. Die aulR3erhalb des Zielgens liegenden loxP-Stellen
beeintrachtigen die Genfunktion nicht und lassen weiterhin eine
Genexpression zu. Wird die Maus mit einer transgenen Mauslinie fur die Cre-
Rekombinase gekreuzt, kommt es zu einer Deletion des Zielgens durch eine
Exzision zwischen den loxP-Sequenzen. Dies fuhrt zu einem vollstdndigen
Funktionsverlust des Zielgens. Um die zelltypspezifische Inaktivierung des
Zielgens zu erreichen, ist ein zelltypspezifischer Promotor vor die
Cre-Rekombinase geschaltet. So kommt es nur in den spezifischen Zellen zu
einem Knock-out, weil nur dort die Cre-Rekombinase exprimiert wird.

Um die Cre-Rekombinase in einem bestimmten Entwicklungsstadium der
Maus zu aktivieren, werden Konstrukte verwendet, die z.B. durch das
Injizieren eines Hormon-Analogons, zum gewinschten Zeitpunkt die

Expression induzieren.

1.5.2 Epidermis-spezifische Deletion von IKK2

IKK2-defiziente Mause sterben in der Geb&rmutter durch TNF induzierte
Apoptose (Li et al., 1999; 1999; Tanaka et al.,, 1999;). Um die Funktion
von IKK2 in der Epidermis zu untersuchen, wurde das
Cre-loxP-Rekombinationssystem verwendet. Es wurden Mause generiert,

2FUFLY - flankiert  wurden

deren IKK2 Allele von loxP-Sequenzen (IKK
(Pasparakis et al., 2002). Um einen epidermisspezifischen IKK2-Knock-out zu
erzeugen, wurden die IKK2™" Tiere mit einer transgenen Mauslinie gekreuzt,
die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines humanen Keratin 14 (K14)

Promotors exprimiert (Hafner et al., 2004). Der Keratin 14 Promotor ist im
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Stratum basale der Epidermis aktiv (Vassar et al., 1989). Nachkommen mit
einer IKK2 Deletion in der Epidermis (K14-Cre/IKK2™F) weisen direkt nach
ihrer Geburt weder makroskopisch noch mikroskopisch Veranderungen in der
Haut auf. Vier bis funf Tage nach ihrer Geburt (postnatal P4-P5) beginnt die
Haut der Neugeborenen hart und unflexibel zu werden. Die Haut wird steif,
dick, entzindlich und zeigt eine starke Schuppung. Zwischen P9 und P11
sterben die Tiere aus bisher ungeklartem Grund. Histologisch zeigt die Haut
der K14-Cre/IKK2™F- Tiere viele Merkmale einer Psoriasis. Die Tiere leiden
an einer verdickten Epidermis und dem Verlust des Stratum granulosum.
AulRerdem haben die Tiere eine verdickte Hornschicht und zeigen stellenweise
Parakeratose. Unter dem Stratum corneum bilden sich Pusteln. In der Dermis
ist die Zelldichte stark erhoht und die GeféaRe sind erheblich erweitert.
Immunhistologisch zeigt sich ab P3, dass das Fehlen von IKK2 eine
Hochregulation von Keratin 6 bewirkt. Keratin 6 ist ein Marker fir eine
entziindete und hyperproliferierende Epidermis und wird unter anderem durch
den Prozess der Wundheilung ausgel6st (Mansbridge et al., 1987; Mommers
et al., 2000). Es ist ebenfalls eine suprabasale Expression von K14 erkennbar,
die normalerweise nur auf das Stratum basale beschrankt ist. Dagegen ist die
Expression des suprabasalen Keratins 10 stark herunterreguliert. Die
terminalen Differenzierungsmarker der Keratinozyten, Loricrin und Filaggrin
fehlen fast vollstandig. Die K14-Cre/IKK2™F- Mause weisen somit eine
gestorte Proliferation und Differenzierung der Keratinozyten in vivo auf. In
vitro-Untersuchungen an isolierten epidermalen Keratinozyten zeigten
allerdings keinen zellautonomen Effekt der IKK2-Deletion auf die Expression
von Keratin 10, Loricrin und Filaggrin.

Eine weitere Auffalligkeit von K14-Cre/IKK2™™ Mausen ist eine erhohte
Anzahl von Makrophagen, Granulozyten und CD4-positiven T-Zellen. Die
vorherrschende Meinung ist, dass entzindliche Erkrankungen wie Psoriasis
durch T-Zellen vermittelt werden. Deshalb wurde die Rolle der T-Zellen
naher untersucht. Um herauszufinden, inwieweit a8 T-Lymphozyten an der
Entwicklung des Phéanotyps beteiligt sind, wurden die K14-Cre/IKK2™
Mause mit T-Zell Antigen Rezeptor-a (TCRa) Knock-out Mausen verpaart. Die
K14-Cre/IKK2FYFTCRa” Tiere entwickeln den selben Phanotyp wie K14-

Cre/IKK2F- Mause, zeigen den gleichen Verlauf der Krankheit, sowie die
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gleichen histologischen und immunohistologischen Auffalligkeiten. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass die aff T-Lymphozyten eine Rolle bei der
Entstehung und dem Verlauf des Phéanotyps spielen. Um zu erforschen,
welche Bedeutung TNF in der Pathogenese der Hauterkrankung hat,
wurden K14-Cre/IKK2™F Mause mit TNF-Rezeptor | (TNFRI)-defizienten
Méausen (K14-Cre/IKK2™™/Tnfrl™) verpaart. K14-Cre/IKK2™F/Tnfrl” Mause
entwickeln den Phanotyp der K14-Cre/IKK2™F- Mause nicht. Histologische
und immunohistologische Untersuchungen zeigen keine Unterschiede zur
Haut von Wildtypmausen. Es kann keine Beeintrachtigung der Differenzierung
und Proliferation bei Keratinozyten beobachtet werden. Bei diesen Tieren
kommt es zu keiner Erhohung der Entzindungszellen in der Dermis. Das
beweist, dass TNF ein wichtiger Faktor bei der Entstehung des Phénotyps in
den K14-Cre/IKK2F“F- Mausen ist (Pasparakis et al., 2002). Vor allem
Makrophagen, die massiv in die Dermis der K14-Cre/IKK2™F- Mause
einwandern, sind als Hauptproduzenten von TNF bekannt.

1.6 Clodronat-Liposomen

Um die Makrophagen in der Haut der K14-Cre/IKK2™F- Mause zu depletieren,
wurden in dieser Arbeit Clodronat-Liposomen benutzt. Clodronat (CI2MBP,
Dichlormethylen-disphosphonat) gehért zur Familie der Bisphosphonate.
Bisphosphonate sind Analoga des physiologisch  vorkommenden
Pyrophosphats. Bisphosphonate sind eine Gruppe osteotroper Medikamente,
die fur diagnostische und therapeutische Zwecke bei Knochen- und
Kalziumstoffwechselkrankheiten entwickelt wurden. Das freie hydrophile,
negativ geladene Clodronat ist kaum zellmembrangangig und wird im Blut
extrem schnell abgebaut (Fleisch, 1988). Um Clodronat in den Makrophagen
anzureichern, wird es liposomal verkapselt (Clodronat-Liposomen). Die mit
Clodronat angereicherten Liposomen werden von Makrophagen phagozytiert.
In den Makrophagen wird Clodronat durch lysosomale Enzyme aus den
Liposomen freigesetzt (Van Rooijen et al., 1994). Der Wirkmechanismus des
Clodronats ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Das Clodronat wird in den
Makrophagen zu einem nicht metabolisierbarem ATP-Analogon Adenosin-5'-
(By-dichlormethylen)-Triphosphat (AppCCl,p) metabolisiert (Frith et al., 2001).
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Durch AppCCl,p wird an der inneren mitochondrialen Membran die ADP/ATP-
Translokase inhibiert. Dies fuhrt zum Kollaps des mitochondrialen
Membranpotentials und die Zellen gehen in Apoptose (Lehenkari et al., 2002).
Rogers et al., 2000 beschreibt, dass durch das nichtmetabolisierbare ATP-
Analogon die energieabhangige Farnesyl- und Geranylsynthese gehemmt
wird und dadurch indirekt die Funktion der GTPasen. Die Hemmung von
GTPasen wie Rab (Regulation der Exozytose und Endozytose), Rho und Ras
(unter anderem Regulation beim Aufbau des Zytoskeletts und der

Zellmigration) fuhrt zur Apoptose der Zelle.

1.7 DNA-Microarray Chip-Analyse

Mit der DNA-Microarray Chip-Analyse kann das Gesamtbild der
Genexpression in Zellen oder Geweben untersucht werden. Dabei wird die
Expression der RNA erfasst. Auf der Chipoberflache sind genspezifische
Oligonukleotide synthetisiert worden, die die meisten Gene eines Organismus
abdecken. Die isolierte RNA der Zellen oder des Gewebes wird in cDNA
umgeschrieben. Dabei wird ein Bakteriophagen-T7-Promotor benutzt, den die
synthetisierten cDNA Strange tragen. Die T7-RNA-Polymerase transkribiert
die cDNA-Strdnge mit vorgeschaltetem T7-Promotor in biotinylierte cRNA.
Durch eine metallische Hydrolyse wird die biotinylierte cRNA in 35-200
Nukleotide grof3e Fragmente geschnitten. Diese werden auf den Genchip
aufgetragen, auf dem sie mit den entsprechenden synthetisierten
Oligonukleotiden hybridisieren. Nach einer gewissen Inkubationszeit werden
die Chips mit einem Streptavidin-Phycoerythrin-Komplex gefarbt. Durch den
anschlieBenden Laser-Scan wird detektiert, ob und wie stark ein Gen
exprimiert wurde. Diese Expressionsmuster kdénnen mit einem
Computeranalyseprogramm untereinander verglichen werden. In dieser Arbeit
wurde das  Expressionsmuster von  Kontrollmdusen mit dem
Expressionsmuster der IKK2-defizienten Mause verglichen. Uber den ,change
fold* lasst sich berechnen, welche Gene in den K14-Cre/IKK2™/F- Mausen
gegenuber den  Kontrollen hoch- oder runterreguliert  wurden

(http://www.affymetrix.com/index.affx).
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1.8 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung von pathogenetischen Mechanismen der
Psoriasis-ahnlichen entzindlichen Hautkrankheit nach epidermisspezifischer
Deletion von IKK2. Dadurch sollten weitere Erkenntnisse tber die Ursachen
und den Verlauf entzindlicher Hautkrankheiten, insbesondere Psoriasis,

gewonnen werden.

Mause mit epidermisspezifischer Deletion von IKK2 sterben nach ca. 9-11
Tagen und erlauben daher keine langfristigen mechanistischen
Untersuchungen. In den ersten Tagen nach der Geburt durchlauft die
Epidermis der Maus eine Anpassungsreaktion und es blieb bisher unklar, ob
die entzindlichen Veranderungen in Mausen mit Epidermis spezifischer
Deletion von IKK2 im Zusammenhang mit einer solchen Anpassungsreaktion
zu sehen sind oder ob es sich um eine grundlegende Stérung der
Homoostase der Haut handelt. Um zu erforschen, ob und wie sich die Deletion
von IKK2 in der Epidermis beim adulten Tier auswirkt, sollten die
Konsequenzen der epidermisspezifischen Deletion von IKK2 in einem
induzierbaren System untersucht werden. Dazu wurden Tiere mit gefloxten
IKK2-Allelen und einem Tamoxifen induzierbaren Cre-Rekombinase-System
gezlchtet, die eine zeitlich und raumlich definierte Ablation von IKK2 in der

murinen Epidermis ermoglichten.

Weiterhin sollte untersucht werden, welche der in die Haut einwandernden
Entztindungszellpopulationen eine essenzielle Bedeutung fur die Entwicklung
des Hautphénotyps hat und ob eine funktionelle Hierarchie innerhalb
des Entzundungsinfiltrates vorliegt. Dazu wurden gezielt einzelne
Immunzellpopulationen aus der Haut eliminiert und die Wirkungen bestimmter

pro-inflammatorischer Zytokine neutralisiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien und Materialien stammten, wenn nicht anders vermerkt, von
den Firmen Sigma (Taufkirchen), Biozym (Oldendorf), Roche (Mannheim), Life
Technologies (Karlsruhe), Biorad (Munchen), Merck (Darmstadt), Promega
(Mannheim), Peclab Biotechnologie (Erlangen) sowie Amersham Pharmacia

(Freiburg). Alle Chemikalien wiesen mindestens die Reinheitsstufe ,p.a.” auf.

2.1.2 Haufig verwendete Lésungen und Puffer

ABC-L0Osung PBS, 0,1 % (w/v) CaCl,, 0,1 % (w/v) MgCl,
DNA-Probenpuffer (6x) 10 % (v/v) TAE, 50 % Glycerin, 60 mM EDTA,
pH 7,0
DNA- Lysispuffer 200 mM NacCl, 0.2 % (w/v) SDS, 5 mM EDTA;
pH 8,0, 100 mM Tris, pH 8,5
PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCL, 8,4 mM Na,HPOy;
1,4 mM KH,HPOy,; pH 7,4
RIPA* 5 mM EDTA, 1% Titron X-100, 1%NP40, 0,1% SDS,

0,5% Deoxycholate, 20 uM Leupeptin, 1 mM
Phenylmethyl fluoride, 20 pM Soybean-trypsin-
inhibitor, 0,5 mM NaVOgs, 10 mg/ml p-

Nitrophenylphosphat
TAE 40 mM Tris, 2 mM EDTA; pH 8,0
TBS 20 mM Tris, 137 mM NacCl; pH 7,6
TE-Puffer 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI; pH 7,6
Trypsin/EDTA 0,1 % (w/v) Trypsin, 0,02% (w/v) EDTA
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2.1.3 Kits und weitere Materialien

RNAeasy mini Kit (250)
BCA Protein Assay
DAKO Pen

Tissue-Tek O.C.T.
Gene Ruler 1 kB-Leiter
PCR Puffer 10x

Affymetrix Murine
Genome U74Av2 arrays

GeneChip test 3 arrays

2.1.4 Enzyme

Proteinase K
Taqg Polymerase

Trypsin

2.1.5 Antikorper

Qiagen, Hilden

Pierce Rockford, IL, USA

DAKO, Hamburg

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
NEB, Frankfurt

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

SIGMA-ALDRICH Chemie, Taufkirchen
NEB, Frankfurt
Biochrom, Berlin

Die Primarantikorper waren entweder unkonjugiert oder mit Biotin gekoppelt.

Primarantikdrper

anti-Maus-Filaggrin
anti-Maus-Loricrin
anti-Maus-Keratin 6
anti-Maus-Keratin 10
anti-Maus-Keratin 14
anti-Maus-CD3
anti-Maus-Gr-1 (Ly-6G)

anti-Maus-F4/80
anti-Maus-Ki-67 (TEC-3)

anti-Maus-CAAT (CDP)

Spezies Quelle
Kaninchen BABCO, Richmond, USA
Kaninchen BABCO, Richmond, USA
Kaninchen BABCO, Richmond, USA
Kaninchen BABCO, Richmond, USA
Kaninchen BABCO, Richmond, USA
Ratte Chemicon, Temecula,CA
Ratte BD Biosciences
Pharmingen, San Jose
Ratte Serotec, Oxford, UK
Ratte Dako, Glostrup,
Danemark
Kaninchen Meinrad Busslinger,

Wien, Osterreich
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anti-Mouse-Laminin 5

anti-Maus-pSTAT3

anti-Maus-pERK1/2

anti-human-huTNFR:Fc

chiméares Molekdl

anti-Maus-CD83

anti-Maus-CD80

anti-Maus-CD206

anti-Maus-CD16/32

anti-Maus-CD14

anti-Maus-CD11b

Sekundéarantikdrper

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Human

Ratte

Hamster

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Spezies

Alexa Fluor 488- Streptavidin gekoppelt /

IgG (H+L), anti-Kaninchen Alexa 488 Ziege

IgG (H+L), anti-Ratte Alexa 488

Ziege

IgG (H+L), anti-Hamster Alexa 488 Ziege
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Manuel Koch, Kéln,
Deutschland

Cell Signaling, Biolabs
Beverly,MA

Cell Signaling

Biolabs, Beverly, MA

J. Peschon, Amgen,
Seattle,

Washington, USA
NatuTec, Frankfurt am
Main, Deutschland
NatuTec, Frankfurt am
Main, Deutschland
NatuTec, Frankfurt am
Main, Deutschland
NatuTec, Frankfurt am
Main, Deutschland
NatuTec, Frankfurt am,
Main, Deutschland
NatuTec, Frankfurt am

Main, Deutschland

Quelle

Invitrogen,Karlsruhe,
Deutschland
Molecular Pobes,
Eugene, OR, USA
Molecular Probes,
Eugene, OR,USA
Molecular Probes,
Eugene,OR USA
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Spezifischer Antikdrper gegen / Santa Cruz
phosphoryliertes ERK1/2 Biotechnology, Santa
Cruz, CA

2.2 Methoden

2.2.1 Mauszucht

Fur die Mausexperimente wurden Mause mit loxP site gefloxten IKK2 Allelen
benutzt, die die Cre Rekombinase unter der Kontrolle eines K14 Promotors
(K14-Cre/IKK2F“F1) exprimierten (Pasparakis et al., 2002). Die Mause wurden
mindestens finf Generationen in den C57BL/6 genetischen Hintergrund
gezuchtet. Alle Tiere entwickelten ab Tag vier eine schnell verlaufende
inflammatorische Hauterkrankung (Pasparakis et al.,, 2002). Als Kontrolle
wurden Mause benutzt, die Cre exprimierten aber kein oder nur ein IKK2 Allel
besal3en, sowie Mause, die keins, eins oder zwei IKK2 Allele besal3en, aber
keine Cre Rekombinase exprimierten. Diese Mause zeigten eine normale Haut
(Pasparakis et al., 2002). Mause mit gefloxten IKK2 Allelen wurden mit
Mausen verpaart, die K14-Cre exprimierten und einen CD18 oder IFN-y
negativen Rezeptor (Huang et al.,1993; Scharffetter-Kochanek et al., 1998)
hatten um Tiere mit einer epidermis-spezifischen Deletion von IKK2 und einer
Deletion von CD18 (CD18" K14-Cre/IKK2™™) oder IFN-y (K14-
Cre/IKK2™YFH/IFN-yR™) zu ziichten. Die IFN-y Rezeptor negativen Mause
wurden von ,The Jackson Laboratory® erworben (strain B6.129S7-
Ifngritm1Agt/J). Mause mit einer Tamoxifen-induzierten, epidermis-
spezifischen Deletion von IKK2 (K14-Cre-ER'/IKK2F“FY) wurden durch die

Verpaarung von Mausen mit gefloxten IKK2 Allelen (IKK2™/F-

) und Mausen,
die eine Cre-Rekombinase mit humanem Estrogen Rezeptor unter der
Kontrolle eines Keratin 14 Promoter (K14-Cre-ER™) (Indra et al. 2000)
exprimieren, generiert. Zur Zucht wurde jeweils ein M&nnchen mit einem oder
zwei Weibchen verpaart. Nachkommen wurden 21 Tage nach der Geburt
abgesetzt und nach Geschlecht getrennt. Nach weiteren drei Wochen
erreichten die Jungtiere ihre Geschlechtsreife und konnten ihrerseits zur Zucht

eingesetzt werden. Um Mause individuell identifizieren zu kénnen, wurden sie

34



Material und Methoden

durch das Stanzen von Ohrléchern oder nummerierten Ohrmarken markiert.
Alle Mause wurden unter spezifisch Pathogen-freien (SPF) Bedingungen
gehalten und im Alter von 1-8 Tagen bzw. ab einem Alter von sechs Wochen
fir Experimente eingesetzt. Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit

dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefihrt.

2.2.2 Isolation der Epidermis aus der Maushaut

Die Epidermis wurde von der Dermis mit einer Pinzette abgezogen, nachdem
die Haut in einer Loésung mit 3,8 % NH4sSCN (Ammoniumrhodanid) in 0,1 M
NaKHPO,-Puffer 1 h bei 4 €T inkubiert wurde. Die DNA wurde aus der
Epidermis wie unter Punkt 2.2.3 beschrieben isoliert.

2.2.3 DNA-Isolation aus Mausschwéanzen

Von den zu genotypisierenden Mausen wurde etwa 0,5-1 cm der
Schwanzspitze amputiert, in ein Eppendorfgefald mit 500 ul Lysispuffer + 10 pl
Proteinase K (20 mg/ml, Peglab, Erlangen) tberfuhrt und tber Nacht unter
Schitteln bei 55 T gelést. Nach einem erfolgreiche n Verdau wurden die
Lysate 5 min bei 14000 rpm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
zentrifugiert um unverdaute Knochen und Haare zu pelletieren. Der Uberstand
wurde in ein mit 500 uyl Isopropanol gefllltes Reaktionsgefald Uberfihrt. Das
Reaktionsgefal? wurde so lange Uber Kopf geschiittelt, bis die genomische
DNA ausfallt. Das Reaktionsgefald mit der ausgefallten DNA wurde erneut fur
10 min bei 14000 rpm in einer Tischzentrifuge pelletiert. Das DNA-Pellet
wurde anschlieBend mit 70 % Alkohol gewaschen und 5-10 min an der Luft
getrocknet. Anschlieend wurde ins Reaktionsgefald zum DNA-Pellet 125 pl
TE-Puffer geftllt und tGber Nacht bei 50 T unter Sc hitteln resuspendiert.
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2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde die extrahierte genomische
DNA der Schwanzbiopsien durch eine Erhdhung der Temperatur in
Einzelstrdnge denaturiert. Zwei synthetische Oligonucleotide (Primer), die zu
den 3-Enden beider DNA-Strange des gewilnschten DNA-Abschnitts
komplementéar waren, lagerten sich durch die Herabsetzung der Temperatur
an die genomische DNA an. Die angelagerten Oligonucleotide dienten als
Primer fur die Synthese des gewlnschten DNA-Fragments. Durch die
zyklische Wiederholung der DNA-Denaturierung, Primer-Anlagerung und
Synthese der DNA-Fragmente, wurde die gewlinschte Sequenz in einer hohen
Kopiezahl amplifiziert. Folglich vermehrt sich bei jedem Zyklus die gewtinschte
Sequenz exponentiell (2"). Die PCR-Reaktionen wurden in T3 Thermocyclern
(Biometra, Gottingen) durchgefihrt.

2.2.5 Genotypisierung fur Cre, IKK2, CD18-Mutation  und IFN- y-Rezeptor
Cre—PCR:

Primer:

SC1-101 (sense) 5-GTC CAATTT ACT GAC CGT ACA C-3
SC3-102 (anti-sense) 5-CTG TCA CTT GGT CGT GGC AGC-3

Master-Mix: 30 pl

1x
Puffer (10x, ohne MgCly) 3 ul
dNTP’s (25 mM) 1,25 pl
Primer SC1-101 1l
Primer SC3-102 1l
Tag-Polymerase 0,5 ul
dd H,O 23,25 pl

2 ul DNA pro Reaktion

PCR-Programm:

94 C 3 min

94 C 30s

61 C 30s 30 x
72 C 30s

72 C 3 min

4 <C Pause

Zu erwartende Bande fir Cre: = 350 bp
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IKK2-PCR

Primer:

MP 65 (sense) 5-GTT CAG AGG TTC AGT CCATTATC-3
MP 45 (anti-sense) 5-TAG CCT GCA AGA GAC AAT ACG-3’
MP 49 (anti-sense) 5-TCC TCT CCT CGT CAT CCT TCG-3

Master-Mix: 30 pl

1x
Puffer (10x, ohne MgCly) 3 ul
dNTP’s (25 mM) 1,25 pl
Primer MP 45 1 pl
Primer MP 49 1l
Primer MP 65 1l
Tag-Polymerase 0,5 ul
dd H,O 22,25 pl

2 ul DNA pro Reaktion

PCR-Programm:

94 C 3 min

94 C 30s

60 C 30s 38 x
72 <C 45 s

72 C 3 min

4 <C Pause

Zu erwartende Banden fir:

WT Allele : 436 bp
IKK2 gefloxte Allele: 533 bp
IKK2 deletierte Allele: 652 bp

CD18-PCR:

Primer:

CD18.1 5-AGG ACA GCA AGG GGG AGG ATT-3
CD18.2 5-GCC CAC ACT CACTGC TGC TTG-3
CD18.3 5-CCC GGC AACTGC TGACTT TGT-3°

Master-Mix: 30 ul

1x
Puffer (10x, ohne MgCly) 3 ul
dNTP’s (25 mM) 1,25 pl
Primer CD18.1 1l
Primer CD18.2 1l
Primer CD18.3 1l
Tag-Polymerase 0,5 ul
dd H,O 22,25 pl

2 ul DNA pro Reaktion
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PCR-Program:

94 C 5 min

94 C 1 min

58 C 1 min 30 x
72 C 1s

4 <C Pause

Zu erwartende Banden fur
WT Allele: 450 bp
Mutierte Allele: 150 bp

IEN-y-PCR:

Primer:

oIMR0013 5°-CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC-3

o0IMR0014 5-AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC-3°

oIMR0587 5°-CCC ATT TAG ATC CTA CAT ACG AAA CAT ACG G-3
oIMR0588 5°-TTT CTG TCA TCA TGG AAA GGA GGG ATA CAG-3

Master-Mix: 30 pl

1x

Puffer (10x, ohne MgCly) 3 ul
dNTP’s (25 mM) 1,25 ul
Primer oIMR0013 1ul
Primer oIMR0014 1l
Primer oIMR0587 1ul
Primer oIMR0588 1l
Tag-Polymerase 0,5 ul
dd H,O 21,25 ul
2 ul DNA pro Reaktion
PCR-Program:

94 C 3 min

94 C 20s

64 C 30s > 58 T (-0,5 T every cycle) 12 x

72 C 35s

94 C 20s

58 C 30s 25 X

72 C 35s

72 C 2 min

10 C Pause

Zu erwartende Banden fur:
WT Allele: 189 bp
IFN-y deletierte Allele: 280 bp
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2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Agarose-Gelelektrophorese werden Nukleinsédure-Strange (DNA) im
elektrischen Feld nach ihrer Grél3e getrennt, um ihre Grol3e durch Vergleich
mit Strangen bekannter GroRe zu bestimmen. Durch die Bestimmung der
FragmentgroRen der PCR-Produkte (siehe Genotypisierung fur Cre, IKK2,
CD18 und IFN-y) konnte der Genotyp der Mause bestimmt werden. Es wurden
2 %ige Agarosegele fur die Gelelektrophorese benutzt. Als Gel- und
Laufpuffer wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Fir die Herstellung der
Agarosegele wurde die entsprechende Menge an Agarose in TAE-Puffer
aufgekocht und auf einen Geltrager gegossen. Durch Abkihlung
polymerisierte die Agarose aus und das Gel konnte fir die Elektrophorese
verwendet werden. Um die DNA-Fragmente im UV-Licht sichtbar zu machen,
wurden 10 ug Ethidiumbromid pro 100 ml Agaroselésung dazugegeben. Unter
UV-Licht mit einer Wellenlange von 302 nm fluoresziert das an die DNA
interkalierte Ethidiumbromid und macht die Position der DNA-Bande sichtbar.
Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 1x Ladepuffer (6x
Ladepuffer, MBI Fermentas, St. Leon Roth) versetzt. Als Gréf3enstandard

wurde die Gene Ruler 1 kB-Leiter verwendet.

2.2.7 Behandlung der K14-Cre/IKK2 ™ - Mause mit huTNFR:Fc

Um in den K14-Cre-IKK2™ Mausen TNF zu neutralisieren, wurde den Tieren
taglich nach ihrer Geburt bis Tag sieben 20 pg huTNFR:Fc subkutan in die
Haut injiziert. Das Fusionsprotein huTNFR:Fc setzt sich aus der exrazellularen
Doméne des humanen p75 TNF Rezeptors und dem Fc-Fragment des
humanen IgG zusammen und ist im klinischen Gebrauch bei der Therapie
von Arthritis und Psoriasis. Das Fusionsprotein huTNFR:Fc wurde

bereitgestellt von J. Peschon, Amgen, Seattle, Washington, USA.

2.2.8 Behandlung der K14-Cre/IKK2 ™ Mause mit Clodronat-Liposomen

Clodronat-und PBS-angereicherte Liposomen wurden wie zuvor beschrieben
prapariert (van Rooijen und Sanders, 1994). Clodronat war eine Gabe von
Roche Diagnostics GmbH. K14-Cre/IKK2F“F- Mause und Kontrollmause

blieben unbehandelt oder bekamen subkutan eine Injektion in den Nacken.
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Um die Makrophagen in der Haut zu depletieren, wurden den Tieren ab P4 bis
P7 taglich 100 pl Clodonat-Liposomen verabreicht. Den Kontrolltieren wurde
im gleichen Zeitraum 100 pl PBS-Clodronat (Kontroll-Liposomen) injiziert.

2.2.9 Induktion der K14-Cre-ER ™ Expression in K14-Cre-ER "/IKK2™/F-
Mausen

Die K14-Cre-ER™ Rekombinase wurde in den K14-Cre-ER™IKK2™ - Mausen
durch 4-hydroxy-tamoxifen (Tamoxifen) (Sigma, Schnelldorf, Deutschland)
aktiviert. Ab einem Alter von sechs Wochen wurde 1 mg Tamoxifen (gel6st in
0,2 ml Ethanol) pro Maus an funf aufeinander folgenden Tagen auf die
unrasierte Haut des Riickens getraufelt. IKK2™™ Kontrollmause wurden auf
die gleiche Weise mit Tamoxifen behandelt. Die Effekte der Tamoxifen

Behandlung wurden dber einen Zeitraum von funf Wochen beobachtet.

2.2.10 Immunfluoreszensfarbungen von Differenzierun  gsmarkern in der
Maushaut

Die Farbung mit Differenzierungsmarkern wurde an Paraffinschnitten in einer
Feuchtkammer  durchgefiihrt. Dazu wurden die  Protokolle der
Antikdrperhersteller mit leichten Modifizierungen verwendet. In Paraffin
eingebettete Maushautschnitte wurden durch Inkubation in Xylol zunéchst

entparaffinisiert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert:

- Xylol 100 % (5 min)

- Xylol 100 % (5 min)

- Isopropanol 100 % (5 min)

- EtOH (Ethanol) 96 % (5 min)
- EtOH 75 % (5 min)

- EtOH 50 % (5 min)

- Aqua bidest (kurz ausspulen)

Anschlielend wurden die Schnitte mit einer Trypsinlésung fur 15 min im
Inkubationsschrank bei 37 T inkubiert. Danach wurd en die Schnitte 2x mit
PBS/ABC fiur je 5 min unter leichtem Schwenken auf dem Schiittler

gewaschen und mit 10 % Ziegenserum fur 60 min bei RT blockiert. Schnitte,
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die mit dem Antikdrper K14 behandelt werden sollten, wurden nicht trypsiniert.
Die folgenden primaren Antikdrper wurden in 0,2 % Fischhaut-Gelatine
(Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) angesetzt: polyklonaler AntikGrper gegen
Keratin 10 (MK10, Babco, USA) 1:1000, polyklonaler Antikdrper gegen Keratin
14 (MK14; Babco, USA) 1:1000, polyklonaler Antikérper gegen Loricrin (Babco,
USA) 1:2000 und polyklonaler Antikorper gegen Filagrin (BABCO, USA.)
1:1000. Die Schnitte wurden 1 h bei RT mit den priméren Antikdrpern inkubiert
und anschlieBend 5 min unter leichtem Schwenken in PBS gewaschen.
Darauf erfolgte die Inkubation mit dem sekundéaren Antikérper Alexa 488 Ziege
anti-Kaninchen IgG 1:500 und Propidiumiodid als Gegenfarbung (1:100) in
Fischhaut-Gelatine verdunnt fur 1 h bei RT. Nach der Inkubation wurden die
Schnitte dreimal fur 10 min unter leichtem Schwenken auf dem Schiittler in
PBS gewaschen und fur weitere 10 min bei RT in 4 % Paraformaldehyd
nachfixiert. Danach wurden die Hautschnitte kurz in Aqua bidest gewaschen
und mit Gelvatol eingedeckelt. Digitale Bilder der Immunfarbungen wurden mit
einem konfokalen Lasermikroskop (Leica DMREZ2, Heidelberg) aufgenommen.
Die Aufnahme der Signale fur die Differenzierungsmarkerfarbung erfolgte bei
488 = 20 nm und die Aufnahme des Signals der Zellkerne mit Propidiumiodid

bei etwa 543 nm.

2.2.11 Immunfluoreszensfarbungen der Immunzellen in der Maushaut

Die Farbung der Immunzellen in der Maushaut wurde an Cryoschnitten in
einer Feuchtkammer durchgefuhrt. Dabei wurden die Protokolle der
Antikdrperhersteller mit leichten Modifizierungen verwendet. Die Cryoschnitte
wurden 10 min in eiskaltem wasserfreiem Aceton bei -20 C¢fixiert, getrocknet
und dreimal 5 min in PBS gewaschen. Anschliel3end wurden die Schnitte 30
min in 10 % Ziegenserum inkubiert und dann 5 min gewaschen. Die
folgenden priméren Antikorper wurden in 0,2 % Fischhaut-Gelatine
(Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) angesetzt: monoklonaler Antikérper
gegen CD3 (1:1000), GR1 (1:20;Ly-6G, Klon RB6-8C5), F4/80 (1:50), CD83
(1:100), CD80 (1:50), CD206 (1:200), CD16/32 (1:100), CD14 (1:100) und
CD11b (1:100), CDP (1:100) und Laminin 5 (1:500). Die Schnitte wurden
U.N. bei 4 T mit den primaren Antikérpern inkubiert und anschlie3end kurz in
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Aqua bidest gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren
Antikdrper Alexa 488 Ziege-anti-Ratte (1:500) in 0,2 % Fischhaut-Gelatine
(Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) angesetzt, beziehungsweise Alexa Fluor
488-Streptavidin gekoppelt (1:500) in PBS angesetzt mit Propidiumiodid
als Gegenfarbung (1:100) fur eine 1 h bei RT. Danach wurden die Schnitte
dreimal fur 10 min in PBS unter leichtem Schwenken auf dem Schuttler
gewaschen und fuar 5 min bei RT in 4 % Paraformaldehyd nachfixiert.
Darauf wurden die Schnitte kurz mit Aqua bidest gewaschen und mit Gelvatol
eingedeckelt. Die Aufnahme der Signale fur die Immunzellen erfolgte bei 488
+ 20 nm und die Aufnahme des Signals der Zellkerne mit Propidiumiodid bei
etwa 543 nm.

2.2.12 Farbung der Maushaut mit dem Proliferationsm  arker Ki-67

Die Farbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67 (TEC-3, DAKO™) in der
Maushaut wurde an Cryoschnitten in einer Feuchtkammer durchgefuhrt. Die
Cryoschnitte wurden 10 min in eiskaltem wasserfreiem Aceton bei -20 C°
fixiert, getrocknet und dreimal 5 min unter leichtem Schwenken auf dem
Schdttler in PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Schnitte 30 min in 10
% Ziegenserum inkubiert und dann 5 min unter leichtem Schwenken auf dem
Schittler in Aqua bidest gewaschen. Der Ki-67 Antikérper wurde 1:50 in 2 %
FCS/PBS angesetzt. Die Schnitte wurden mit dem Ki-67 Antikorper fur 45 min
bei RT inkubieren. Danach wurden die Schnitte finf mal fur je 5 Min. in PBS
gewaschen. Darauf erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper
Alexa 488 Ziege-anti-Ratte (1:500) in NMS (Normal Maus Serum, Dianova™)
(1:8 in PBS) mit Propidiumiodid als Gegenfarbung (1:100) fur eine 1 h bei RT.
Danach wurden die Schnitte dreimal fur 5 min in PBS unter leichtem
Schwenken auf dem Schittler gewaschen und fir 10 min bei RT in 1 %
Paraformaldehyd nachfixiert. Hiernach wurden die Schnitte kurz mit Aqua

bidest gewaschen und mit Gelvatol eingedeckelt.
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2.2.13 HE-Farbung (Hamatoxilin/Eosinfarbung)

Die HE-Farbung wurde an Paraffinschnitten durchgefuhrt. Die Paraffinschnitte
wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffinisiert und rehydriert.
Anschlie3end wurden die Zellkerne mit Hamalaunlésung nach Mayer (Merck,
Darmstadt) und das Zytoplasma mit Eosin (0,5 %ige wassrige LoOsung,
Thermo Shandon, Frankfurt) gefarbt. Die digitalen Aufnahmen wurden mit
einem Leica DM 4000B Mikroskop gemacht. Das Mikroskop ist mit einer KY-
F75U Digitalkamera gekoppelt, die das Programm Diskus 4.50 benutzt.

2.2.14 Chloracetat-Esterase-Farbung

Die Chloracetat-Esterase-Farbung wurde an Paraffinschnitten durchgefiihrt
um neutrophile Granulozyten zu detektieren. Die Paraffinschnitte wurden in
einer absteigenden Alkoholreihe entparaffinisiert und rehydriert. Die
Granulozyten wurden mit einer PBS-L6sung, die 0,8 % Hexazonium und 2 %
einer Losung (90 mg Naphthol-AS-p-Chloracetat gelost in 80 ml
Dimethylsulfoxide und 10 ml Triton X-100) beinhaltet, angefarbt. Die Zellkerne
wurden mit Hamalaunlésung nach Mayer (Merck, Darmstadt) gegengefarbt.
Fur die digitalen Aufnahmen wurde das Leica DM 4000B Mikroskop benutzt.
Das Mikroskop ist mit einer KY-F75U Digitalkamera gekoppelt, die das

Programm Diskus 4.50 verwendet.

2.2.15 Farbung von pERK und pSTAT3 in Maushaut

Cryoschnitte von der Maushaut wurden 15 min in 4 % Paraformaldehyd und 2
% Eisessig in PBS fixiert. Danach wurden die Schnitte zweimal in PBS
gewaschen und 2 min in 5 % Eisessig in Methanol bei 0 T permeabilisiert.
Nachfolgend wurden die Schnitte fir 5 min unter leichtem Schwenken auf dem
Schattler mit PBS gewaschen und anschliel3end 30 min in 8 % BSA/PBS bei
RT blockiert. Die primaren Phospho-spezifischen monoklonalen Antikérper
anti-pERK1/2 (1:100) und anti-pSTAT3 (1:100) wurden in ,Antibody Diluent
Solution Background Reducing Agent* (ADSBRA, Dako, Hamburg) gel6st. Die
Schnitte wurden mit den Antikdrpern bei 4 T U.N. inkubiert. Darauf wurden
die Schnitte dreimal 5 min mit PBS gewaschen und 45 min mit Alexa 488
Ziege-gegen Kaninchen 1:500 in ADSBRA-LAsung bei RT inkubiert. Darauf
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folgend wurden die Schnitte dreimal 5 min unter leichtem Schwenken auf den
Schattler mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Objekttrager mit
Gelvatol  eingedeckelt. Die Aufnahme der Signale fur pERK1/2 und pSTAT3
erfolgte bei 488 + 20 nm.

2.2.16 Blutausstrich und Auswertung der weil3en Blut korper

Zur Bestimmung der weifen Blutkdrperchen im Blut wurde von sieben Tage
alten K14-Cre-IKK2™™ Mausen und Kontrollmdusen ein Blutausstrich
vorgenommen. Die zuvor betaubten Tiere wurden decapitiert und ein Tropfen
Blut aus dem Rumpf der Tiere wurde auf einen Objekttrager tGberfuhrt. Die an
den Rand aufgebrachten Bluttropfen wurde gleichméaRig mit der Kante eines
zweiten Objekttragers ausgestrichen, so dass der Blutstropfen zum Ende hin
ausgedunnt wurde. Die Ausstriche wurden an der Luft getrocknet, fixiert und
mit der Giemsa-Farbemethode (Servicelabor, Uniklinik Koln, Abteilung
Dermatologie und Venerologie (Routine)) gefarbt. Die Giemsa-Ldsung besteht
aus einer Mischung der Farbstoffe Azur A-Eosinat, Azur B-Eosinat,
Methylenblau-Eosinat und Methylenblauchlorid in Methanol mit Glycerin als
Stabilisator. Zellkerne erschienen in den Ausstrichen durch eine
Komplexbildung der Farbstoffe mit der DNA purpurrot. Das Zytoplasma wurde
blaulich angefarbt. Die Zusammensetzung der weil3en Blutkdrperchen wurden

mit einem Leica DM 4000B Mikroskop ausgewertet.

2.2.17 Isolierung der RNA aus Hautzellen

2FL/FL_ und

Gefrorene Hautstiicke von 2 und 3 Tage alten K14-Cre-IKK
Kontrollmausen wurden in je ca. 1 ml Trizol (Invitrogen, Karlsruhe) mit einem
Homogenisator homogenisiert. Die Proben wurden fir 5 min bei 15 bis 30 €
im Inkubationsschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde den Proben 0,2
ml Chloroform zugegeben. Anschlieend wurden sie per Hand 15 sek. kréftig
geschuttelt und bei einer Temperatur von 15-30 € 15 min inkubiert. Darauf
wurden die Proben bei 12.000 x g fur 15 min bei 2-8 T zentrifugiert. Die dabei
entstandene wassrige Phase (RNA) wurde abgenommen und die RNA durch
Zugabe von 0,5 ml Isopropanol prazipitiert. Die Proben wurden bei 15-30 T

fur 10 min inkubiert und danach bei 12.000 x g fir 10 min bei 2-8 €
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin entfernt und dem Pellet Ethanol
(75 %) zugegeben und durch vortexen gemischt. Darauf wurde die Probe bei
7.500 x g 5 min bei 2 - 8 T zentrifugiert. Das erh altene RNA-Pellet der
Proben wurde mit einem RNAeasy mini Kit (250) (Qiagen) nach dem Protokoll

von Qiagen gereinigt.

2.2.18 Affymetrix Gene Chip Analyse

2FL/FL_ und

Die Analysen der Genexpression in der Haut von K14-Cre-IKK
Kontrollmausen wurden ausgefihrt in Kollaboration mit dem Service-Labor
vom Interdisziplinaren Zentrum fur Klinische Forschung (IZKF), Westfalische
Wilhelms-Universitat Minster. Es wurden Affymetrix Murine Genome U74Av2
Arrays und GeneChip test 3 Arrays verwendet. Die RNA-Proben wurden aus
der Haut von 2 und 3 Tage alten K14-Cre-IKK2™F- und Kontrollmausen mit
Trizol (Invitrogen, Karlsruhe) extrahiert und mit einem RNA Kit (Qiagen, Hilden)
gereinigt. Die cDNA-Synthese, das Labeling und die Hybridisierung wurden
ausgefuhrt gemald den Instruktionen des Herstellers unter der Verwendung
des , superscript choice system*“ (Invitrogen) und des ,Enzo high-yield RNA

transcript labeling kit (Affymetrix).

2.2.19 Herstellung der Proteinproben fur die Wester n Blot Analyse aus
der Maushaut
Es wurden 6 mm Hautstanzen aus der Maushaut von K14-Cre/IKK2™F- und

Kontrollmausen entnommen. Die ausgestanzten Proben wurden im fllissigen
Stickstoff mit einem Morser zermalmt. Die zermalmten Proben wurden in
jeweils ein Reaktionsgefald tUberfihrt. Zu den Proben wurden 300 ul RIPA-
Puffer und 3 pul PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) gegeben und 1 h auf Eis
inkubiert. Die Proben wurden danach 10 min bei maximaler Umdrehung der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Im Uberstand war das Proteinextrakt vorhanden

und wurde fir die Western Blot Analyse verwendet.
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2.2.20 Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Proteine  xtrakte

Zur Analyse der Proteinextrakte wurden gleiche Proteinmengen mit
Probenpuffer versetzt, 5 min aufgekocht und in 4-12 %igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt (Invitrogen, Karlsruhe). AnschlieRend wurden
die Proteine mit Hilfe eines Tankblotsystems (Invitrogen, Karlsruhe) auf eine

Nitrozellulosemembran (Amersham, Freiburg, Deutschland) Ubertragen.

2.2.21 Immundetektion von Proteinen

Die Membran wurde anschlie3end fir 2 h bei RT in einer Magermilchlésung (5
% fettfreies Milchpulver/TBS, 0,1 % Tween 20 (TBST)) blockiert. Danach
wurde die Membran mit dem primaren Antikérper anti-Maus-pERK1/2 (1:500)
in 5 % Magermilchlésung in TBST U.N. bei 4 € im Schittler inkubiert. Die
Proteinbanden wurden mit dem HRP konjugierten sekundéaren Antikoérper
(Sigma, Taufkirchen) in Magermilchlésung fur 1h bei 4 T auf dem Schuttler
inkubiert. Anschlieend wurde die Membran 3 x 20 min in TBST bei RT
gewaschen und mit dem Chemilumineszens Reagenz Plus Kit (Perkin Elmer™,
Rodgau) auf Rontgenfilmen entwickelt. Als Ladekontrolle wurde anschlie3end
ERK2 (Santa Cruz Biotechnology) (1:500) benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Lokalisierte entziindliche Hauterkrankung durch induzierte
oder spontane Deletion von | kappa B Kinase 2 (IKK2 ) in der
Epidermis der Maus

3.1.1 Tamoxifen induzierte Deletion von IKK2 in der Mausepidermis

Mause mit IKK2 epidermis-spezifischer Deletion (Pasparakis et al., 2002)
sterben im Alter von 9-11 Tagen (postnatal P9-P11). Mit diesem Mausmodell
ist es deshalb nicht mdglich, die Auswirkungen einer Deletion von IKK2 in der
Haut von adulten M&usen zu erforschen. Um die Deletion von IKK2 zu einem
spateren Zeitpunkt in der Epidermis von adulten IKK2™™ Mausen zu
induzieren, wurde in die Mause eine Tamoxifen-induzierbare Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle eines humanen Keratin 14 Promotors (K14-
Cre-ER™) eingekreuzt (Indra et al., 2000). Durch die Tamoxifen-induzierbare
Cre-Rekombinase kann die Transkription von Cre posttranslational reguliert
werden. Cre-ER' ist eine Liganden-aktivierbare Cre-Rekombinase, die aus
Cre und einer Ligandenbindungsdoméne des mutierten humanen Ostrogen-
Rezeptors besteht. Die mutierte Bindungsdomane hat keine Affinitat zu
Ostrogenen und bleibt inaktiv. Stattdessen kann der synthetische Ligand
Tamoxifen an die Doméane binden (Feil et al., 1996; Feil et al.,1997). Erst
durch die Verabreichung von Tamoxifen wird die Expression von Cre-ER'™
aktiviert. Wird Tamoxifen auf der Haut lokal begrenzt eingesetzt, kann
zusatzlich die Region der Cre-ER'-Aktivierung bestimmt werden.
Durch Kreuzung von K14-Cre-ER™- und IKK2™™ Mausen wurden
K14-Cre-ER"™/IKK2™™ Mause generiert, die eine ortliche und zeitliche

Deletion von IKK2 in der Epidermis erlauben.

3.1.2 Spontan induzierte, Cre-vermittelte Deletion von IKK2 und die
Entstehung von Hautlasionen in K14-Cre-ER  "?/IKK2™- Mausen

Neugeborene K14-Cre-ER™/IKK2FF- Mause zeigen bis zu einem Alter von

sechs Monaten keine Zeichen einer Hauterkrankung und entwickeln sich
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normal. Circa sechs Monate nach ihrer Geburt gibt es eine spontan induzierte
K14-Cre-ER™ vermittelte Deletion von |KK2. Die Haut der K14-Cre-
ER"/IKK2“F- Mause verdickt sich zuerst um Schnauze und Nacken und bei
einigen Tieren zeigen diese Stellen eine leichte Rétung. Diese Lasionen
entwickeln sich zu hyperkeratotischen Plaques und es kommt stellenweise zu
Ulzerationen. Bei den meisten K14-Cre-ER'%/IKK2™F- Mausen vergroRern
sich die Lasionen und breiteten sich auf Schulter, Hals, Kopf und Brust aus
(Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1. Spontan induzierte K14-Cre-ER ~ "2/IKK2™™ Maus

Makroskopischer Phanotyp einer Maus mit spontan induzierter Deletion von IKK2 in der
Epidermis nach sechs Monaten. Der Nacken zeigt eine stark entziindete, verdickte,
verkrustete Haut mit einem Verlust der Fellhaare.

Nach spatestens neun Monaten entwickelten alle K14-Cre-ER'™/IKK2™
Mause (20 untersuchte Tiere) spontan diesen Phanotyp. Dabei variiert die
GroRe und Schwere ihrer Lasionen. Eine K14-Cre-ER'%/IKK2™ - Maus zeigte
den Phanotyp bereits nach drei Monaten. Es konnte beobachtet werden, dass

sich die K14-Cre-ER™/IKK2™™ Mause fortwahrend an ihren Lasionen

48



Ergebnisse

kratzten. Das lasst darauf schliel3en, dass die Lasionen mdglicherweise einen
starken Juckreiz auslosen.

Fur die PCR-Analyse wurden Hautproben von spontan induzierten K14-Cre-
ER™/IKK2™™ Mausen aus unterschiedlichen Stellen des Korpers verwendet.

Die PCR-Analyse der Hautproben von Schwanz, Ricken, Nacken, Kopf und

Bauch zeigt, dass eine spontane Cre-vermittelte Deletion von IKK2 in der Haut
der K14-Cre-ER"/IKK2™™ Mause stattgefunden hat (Abbildung 3.2a).
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Abbildung 3.2: DNA-PCR-Analyse von K14-Cre-ER  "/IKK2F--Mausen

PCR-Analyse der DNA, isoliert aus der Haut verschiedener Korperstellen einer spontan
induzierten K14-Cre-ER'/IKK2™™ Maus nach sechs Monaten und einer Ki14-Cre-
ER'/IKK2™™ Maus nach drei Wochen (a), oder aus der abgetrennten Epidermis vom Ohr
einer Maus mit spontaner IKK2-Deletion und einer Kontrolle nach sechs Monaten (b). Die
Deletion (D) von IKK2 wird durch die obere PCR-Bande (652 bp) angezeigt. Die untere PCR-
Bande (533 bp) kennzeichnet die 9efloxten Allele (FL). Die DNA der Schwanzbiopsie einer
drei Wochen alten K14-Cre-ER™/IKK2™™ Maus stellt die Kontrolle zu den spontan
induzierten K14-Cre-ER"/IKK2™F Mausen dar (a). Die schwache PCR-Bande in Abbildung
3.2b mit der erwarteten GrolRe fiur das gefloxte Allel ist moglicherweise das Resultat von in
die Epidermis eingewanderten Immunzellen.

Da die gefloxten IKK2-Allele in der Dermis nicht durch die spezifische K14-
Cre-ER' deletiert werden, wird trotz vollstandiger Deletion von IKK2 in der
Epidermis weiterhin eine gefloxte Bande detektiert. Um zu untersuchen, ob die
spontane Deletion der IKK2-Allele in den Lé&sionen vollstandig ist, wurde die

Haut vom entziindeten Ohr einer acht Monate alten, spontan induzierten K14-
Cre-ER"’/IKK2™ - Maus abgetrennt. Fir die PCR-Reaktion wurde die
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Epidermis von der Dermis getrennt. Die extrahierte DNA aus der Epidermis
wies in der PCR-Analyse eine deutlich deletierte Bande auf. Auf der Hohe des
gefloxten Alleles (siehe Kontrollmaus) ist nur eine undeutliche, sehr schwache
Bande zu erkennen (Abbildung 3.2b). Es ist sehr wahrscheinlich, dass dies
das Resultat von eingewanderten Immunzellen in die Epidermis ist (siehe
auch Abbildung 3.6a und c). Das kdnnte bedeutet, dass in den Lasionen die
Cre-vermittelte Deletion von IKK2 in allen epidermalen Keratinozyten
vollstandig ist. Die spontan induzierten K14-Cre-ER™/IKK2F“F- Mause zeigen
im Alter von 0-12 Wochen in der PCR-Analyse keine K14-Cre-ER'™
vermittelte Deletion von IKK2 (Bsp. Abbildung 3.2a, Schwanzbiopsie nach 3
Wochen). Daher konnte in K14-Cre-ER"/IKK2™ - Mausen bis zu einem Alter
von drei Monaten die Tamoxifen-induzierte, kontrollierte Deletion von IKK2
durchgefiihrt werden (siehe 3.1.3). In einigen K14-Cre-ER"?/IKK2™F- Mausen,
die A&lter als drei Monate waren, konnte eine deletierte PCR-Bande
nachgewiesen werden, obwohl sie noch keine Hautldsionen zeigten. Auch
phanotypisch unaufféllige Hautstellen von spontan induzierten Tieren, die
Lasionen ausgebildet hatten, zeigten in der PCR-Analyse (Abbildung 3.2a, z.B.
Bauch) eine deletierte Bande.

3.1.3 Tamoxifen induzierte Deletion von IKK2 in der Epidermis von K14-
Cre-ER™/IKK2 /P Mausen

Um K14-Cre-ER™ kontrolliert zeit- und ortsabhangig zu aktivieren, wurden
sechs Wochen alte K14-Cre-ER™/IKK2™™ - und Kontrollméause (IKK2F-/F
oder IKK2F*) mit Tamoxifen behandelt. An finf aufeinander folgenden Tagen
wurde der Rucken der Tiere mit einer Loésung von 1 mg Tamoxifen in 0,2 ml
Ethanol bestrichen. Nach drei Wochen war an den behandelten Stellen der
Verlust der Haare und eine leicht rétliche Schuppung (Lasionen) zu erkennen.
Diese Lasionen entwickelten sich zu verdickten, schuppigen Plaques, die
denen der spontan induzierten K14-Cre-ER'?/IKK2FYF- Mausen &hnelten
(Abbildung 3.3a). Die mit Tamoxifen behandelten Kontrollméduse dagegen

zeigten keinerlei Veranderungen (Abbildung 3.3b).
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a

Abbildung 3.3: Tamoxifen behandelte K14-Cre-ER "#IKK2F“F-- und
Kontrollmaus

Makroskopischer Phanotyp von Mausen mit Tamoxifen induzierter Deletion von IKK2 in der
Epidermis (a), und einer Tamoxifen behandelten IKK2™"-Kontrollmaus nach fiinf Wochen (b).
Die auf dem Riicken mit Tamoxifen behandelte K14-Cre-ER"/IKK2™™ Maus (a) zeigte dort
entziindete schuppige Hautstellen mit einem Verlust der Fellhaare.
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Abbildung 3.4: DNA-PCR-Analyse von Tamoxifen behand elten K14-Cre-
ER™/IKK2 ™ --Mausen

PCR-Analyse der DNA, isoliert aus Tamoxifen behandelter Haut vom Ricken einer funf
Wochen alten K14-Cre-ER™/IKK2™" Maus (a), aus Tamoxifen behandelter Haut vom Riicken
einer IKK2™ Kontrollmaus (b) und DNA, isoliert aus einer Schwanzbiopsie einer drei
Wochen alten unbehandelten K14-Cre-ER™/IKK2™F Maus (c). D: Deletiert; FL: Gefloxt
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Die PCR-Analyse der Hautbiopsien dieser Mause zeigt, dass eine Cre
vermittelte Deletion von IKK2 in den Tamoxifen behandelten Arealen
stattgefunden hat (Abbildung 3.4).

Die Tiere wurden nach drei bzw. finf Wochen getétet, um eine histologische

Analyse an den entstandenen Hautlasionen vorzunehmen.

3.1.4 Histopathologische Untersuchung der Hautlasio nen von
K14-Cre-ER "/IKK2

Untersucht wurden zehn K14-Cre-ER"%/IKK2™F- Mause mit einer spontanen
Deletion von IKK2 in der Epidermis und sechs Mause mit einer durch
Tamoxifenbehandlung induzierten Deletion. Die mikroskopische Untersuchung
von Haematoxilin/Eosin gefarbten Hautschnitten zeigt eine starke Verdickung
der Epidermis (Ankanthose) und eine Verdickung der Hornschicht
(Hyperkeratose). Die verdickte Hornschicht enthélt viele Keratinozyten, die
Zellkerne in ihren Zellen aufweisen (Parakeratose). Der unvollstdndige Abbau
der Zellkerne ist ein Hinweis auf eine unvollendete Differenzierung der
epidermalen Keratinozyten (Abbildung 3.5a, c). Abbildung 3.5a (drei Wochen
nach Tamoxifen-Induktion) zeigt das Anfangsstadium dieser Entwicklung und
Abbildung 3.5¢ (funf Wochen nach Tamoxifen-Induktion) den drastischen
Fortschritt. Das Bindegewebe der Dermis weist eine erhdhte Zelldichte auf. In
schweren Lasionen kann eine Zunahme von Kollagenfasern beobachtet
werden, die die oberen Teile des subkutanen Fett ersetzen (Abbildung 3.5b, c,
e und h). Alle Hautlasionen zeigen deformierte Haarfollikel, aus denen sich in
der oberen Dermis Zysten bilden, die mit eosinophilem Material gefullt sind
(Abbildung 3.5d und e). In einzelnen Hautschnitten der spontan induzierten
sowie Tamoxifen behandelten Mause gibt es Strukturen, die invasiven
Tumoren gleichen und Ahnlichkeiten zu humanen Basalzell-Karzinomen
(Abbildung 3.5c) oder hoch differenzierten Plattenepitelkarzinomen aufweisen
(Abbildung 3.5d). Eine ndhere Untersuchung einzelner Zellen mit einer starken
VergroRerung zeigt jedoch, dass weder polymorphe noch dyskeratotische

Zellen in diesen Strukturen vorhanden sind (Abbildung 3.5f).
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Abbildung 3.5: Darstellung des histopathologischen Phanotyps von K14-

Cre-ER™/IKK2™F- Mausen mit lokaler epidermisspezifischer Deletion
von IKK2.

Die Abbildungen zeigen Hautschnitte von induzierten K14-Cre-ER™/IKK2™F Mausen drei
Wochen (a) und finf Wochen (c, e) nach Behandlung mit Tamoxifen, sowie Hautschnitte von
K14-Cre-ER"™/IKK2™F Mausen mit einer spontan induzierten Deletion von IKK2 (b, d, f, g, h).
Die Hautschnitte wurden mit Haematoxylin/Eosin (H/E) angefarbt. Skalierungsbalken: a, 100
um; b, c, d, e, 200 pm; f, 20 um; und h, 50 um.
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3.1.5 Immunohistologische Analyse der Entziindungsze llen in der Haut
von K14-Cre-ER "/IKK2 ™™ Mausen

Die erhdhte Zelldichte in der Dermis der K14-Cre-ER'%/IKK2™F- Mause ist
offensichtlich auf eine Ansammlung von Entzindungszellen zuriickzufuhren.
Um die unterschiedlichen Arten von Immunzellen im entzindlichen Infiltrat der
Dermis zu analysieren, wurden Hautschnitte von L&sionen der Tamoxifen
induzierten  K14-Cre-ER'?/IKK2™  Mause mit Antikdrpern  gegen
Makrophagen (F4/80), Granulozyten (GR1) und T-Lymphozyten (CD3)
angefarbt. Die Farbungen der Hautschnitte von K14-Cre-ER"%/IKK2™/
Mausen mit F4/80 zeigen im Gegensatz zur Kontrolle ein massives
Einwandern von Makrophagen in die obere Schicht der Dermis und héaufig
sogar ein Eindringen in die Epidermis (Abb. 3.6a und b). Die GR1-Farbung
zeigt, dass ebenfalls eine grol3e Anzahl von Granulozyten in die Dermis und
Epidermis migrieren (Abbildung 3.6¢c und d). Diese bilden Mikroabszesse
innerhalb und unterhalb der &uflersten Hautschicht (Abbildung 3.5g). In
einigen Hautproben enthielt das Infiltrat zusatzlich CD3 positive T-
Lymphozyten in der oberen Dermis und Epidermis (Abbildung 3.6e). Die
Anzahl der CD3-positiven T-Lymphozyten variiert in den verschiedenen
Hautproben und ist deutlich geringer als die Zahl der Makrophagen und

Granulozyten.
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Abbildung 3.6: Darstellung des immunohistopathologi schen Phéanotyps
von K14-Cre-ER ™/IKK2™™ Mausen mit lokaler epidermisspezifischer
Deletion von IKK2.

Die Hautschnitte a-f wurden mit Antikbrpern gegen Marker fir Entziindungszellen angeféarbt
(gran), Makrophagen (F4/80) (a, b), Granulozyten (Gr-1) (c, d) und CD3-positive Lymphozyten
(CD3) (e, f). Die Hautschnitte wurden mit Propidiumiodid gegengefarbt (rot) um die Zellkerne
darzustellen. Abgebildet sind Hautschnitte von K14-Cre-ER™/IKK2™F- Mausen mit spontaner
(a und c) und Tamoxifen induzierter (e) Deletion von IKK2. Die Abbildungen b, d und f sind
die entsprechenden Tamoxifen behandelten IKK2™F Kontrollen. Skalierungsbalken: a-f, 40
pm.
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3.1.6 Gestorte Proliferation und epidermale Differe  nzierung in K14-Cre-
ER"/IKK2 '™ Mausen

Der histologische Phanotyp der Haut von K14-Cre-ER'/IKK2“F- Mausen
weist auf ein Ungleichgewicht zwischen der Keratinozyten-Proliferation und
Differenzierung in der Haut dieser Tiere hin. Deshalb wurde die Expression
des Proliferationsmarkers Ki-67 in der Epidermis von K14-Cre-ER™/IKK2-/F-
Mausen untersucht (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Proliferation in der Epidermis von z wei spontan
induzierten und zwei Tamoxifen induzierten K14-Cre- ER'Y/IKK2™/Ft
Mausen und zwei Kontrollmé&usen.

Die Hautschnitte wurden mit dem Proliferationsmarker Ki67 angefarbt. Es wurden je Maus 10
Hautschnitte ausgewertet. Pro Hautschnitt wurden unter dem Mikroskop (VergéRRerung 40 x
0,95) 20 Gesichtsfelder ausgezahlt und der Durchschnitt aus jeder Gruppe pro Gesichtsfeld
berechnet.

Das Ki-67 Antigen wird von proliferierenden Zellen in der G1-, S-, G2- und M-
Phase exprimiert. Zellen, die in der GO- Phase sind (ruhende Zellen)
exprimieren das Ki-67 Antigen nicht, so dass Aufschluss Uuber die
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen in der Haut gewonnen werden kann. Es
wurde die Anzahl der Ki-67-positiven Zellkerne in Hautschnitten von je zwei
Mausen aus der Gruppe der spontan induzierten K14-Cre-ER'™?/IKK2™F

Mause, der Tamoxifen induzierten K14-Cre-ER™/IKK2™™ Mause und der
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Kontrollmause bestimmt. Dazu wurden je 20 mikroskopische Gesichtsfelder
bei einer VergrdlR3erung von 40 x 0,95 ausgezéhlt. Die Auswertung zeigt, dass
die Anzahl der Ki-67-positiven Zellen in den betroffenen Hautlasionen der
spontan induzierten Tiere 19-fach und der Tamoxifen induzierten Tiere
12-fach hoher ist als in der Haut der Kontrolltiere (Abbildung 3.7)

Um das Differenzierungsverhalten der Epidermis zu untersuchen, wurden
immunbhistologische Farbungen mit Antikbrpern gegen Keratin 14, Keratin 10
und den spaten Differenzierungsmarkern Filaggrin und Loricrin durchgefiihrt
(Abbildung 3.8). Die Expression von Keratin 14 ist in den Kontrollméusen auf
die basale Schicht der Epidermis begrenzt. In den K14-Cre-ER™/IKK2F-/F-
Mausen dagegen wird in allen Schichten der Epidermis Keratin 14 exprimiert.
Die Expression der spaten Differenzierungsmarker Keratin 10, Filaggrin und
Loricrin ist in der Epidermis der K14-Cre-ER"/IKK2™“F- Mause verglichen zu

den Kontrollen stark gestort oder nicht mehr vorhanden.

Spontan Tamoxifen
induziert iInduziert

Kontrolle
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Spontan Tamoxifen < '

Lor

Abbildung 3.8: Analyse der epidermalen Differenzier  ungsmarker in
Mausen mit epidermisspezifischer Deletion von IKK2.

Darstellung der Hautschnitte von spontan induzierten (linke Spalte ) und Tamoxifen
induzierten (mittlere Spalte ) K14-Cre-ER™/IKK2™™ Mausen, sowie von Kontrollmausen
(rechte Spalte ). Die Hautschnitte wurden immunhistologisch mit Antikérpern gegen
epidermale Differenzierungsmarker (griin); Keratin 14 (K14), Keratin 10 (K10), Filaggrin (Fil)
und Loricrin (Lor) angefarbt. Die Hautschnitte wurden mit Propidiumiodid gegengefarbt (rot)
um die Zellkerne sichtbar zu machen. Skalierungsbalken: 40 um.

3.1.7 Haarfollikelschadigung aber keine Bildung von Tumoren in der Haut
von K14-Cre-ER "/IKK2™F Mausen

Um zu untersuchen, ob die pseudoinvasiven epithelialen Zellformationen in
der Dermis der K14-Cre-ER™/IKK2™ - Mause echte Tumore darstellen,
wurden immunhistologische Farbungen mit Antikbrpern gegen Marker der
interfollikularen- und Haarfollikel-Differenzierung durchgefiihrt. Alle epithelialen
Zellformationen in der Dermis zeigen eine positive Keratin 14 Farbung, was
auf den epidermalen Ursprung dieser Zellformationen hinweist (Abbildung
3.9a). Zusatzlich lassen sich viele dieser Formationen mit einem Antikdrper

gegen Keratin 10 und Filaggrin anfarben (Abbildung 3.9b und c). Das deutet
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auf eine interfollikulare epidermale Differenzierung hin, wie sie bei Zysten
beobachtet wird. Zusatzlich wurde mit einem Antikdrper gegen das CAAT
displacement enhancer protein (CDP) gefarbt. CDP ist ein Repressor, der
unter anderem bei Prozessen der terminalen Differenzierung eine Rolle spielt
und fur die Morphogenese der Haarfollikel wichtig ist. Die epithelialen
Zellformationen in der unteren und mittleren Dermis zeigen zum grof3en Teil
eine positive Farbung mit Antikdrpern gegen CDP und Keratin 6 (Abbildung
3.9d und g), wie sie in normalen Haarfollikeln zu finden ist (Abbildung 3.9h).
Allerdings ist die Expression von Keratin 6 auch in der interfollikularen
Epidermis im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Abbildung 3.9e und f). Um zu
zeigen, dass die epithelialen Zellformationen keine invasiven Tumore
darstellen, wurden die Zellformationen mit einem Antikérper gegen Laminin 5
angefarbt (Abbildung 3.9i und I). Laminin 5 ist in der intakten Basalmembran
vorhanden. Die Farbung zeigt, dass alle Zellformationen von einer Laminin 5-
positiven Basalmembran umhillt sind. Insgesamt weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dass die epithelialen Zellformationen nicht Teil eines invasiven

Tumors sind, sondern Anteile entziindlich veranderter Haarfollikel.
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Abbildung 3.9: Darstellung der Haarfollikel in der Haut von K14-Cre-
ER™/IKK2 - Mausen.

Die Bilder zeigen Hautschnitte von Tamoxifen induzierten (c, e, g, i, j) und spontan induzierten
(a, b, d) K14-Cre-ER™/IKK2™™ Mausen, sowie Hautschnitte von Kontrollmausen (f und h).
Die grine Farbung stellt immunhistologische Farbung von Keratin 14 (a), Keratin 10 (b),
Filaggrin (c), Keratin 6 (d, e, f), CAAT displacement enhancer protein (CDP) (g, h) und

Laminin 5 (i, j) dar. Die Hautschnitte wurden mit Propidiumiodid gegengefarbt (rot), um die
Zellkerne erkennbar zu machen. Skalierungsbalken: 40 pm.
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3.1.8 Signale der Hyperproliferation in epidermalen Keratinozyten bei

K14-Cre-ER "/IKK2™- Mausen

In Pasparakis et al. 2002 wurde beschrieben, dass die neugeborenen
K14-Cre-ER™/IKK2™™-  Mause eine  hyperproliferative  entziindliche
Hauterkrankung zeigen, die der menschlichen Psoriasis sehr ahnelt. Als
Signalmolektle mit einer vermutlich wichtigen Funktion in der Pathogenese
des psoriatischen Hautphéanotyps werden die Extracellular Signal- Regulated
Protein Kinases (ERK) 1/2 und Signal Transducer and Activator of
Transkription 3 (STAT3) angesehen (Haase et al., 2001; Sano et al., 2005).
Da der Phanotyp der erwachsenen induzierten K14-Cre-ER™/IKK2™™ Mause
dem der K14-Cre/IKK2™F Mause gleicht, wurde uUberpriift, ob diese
Signaltransduktionswege in der phanotypisch veranderten Haut aktiviert sind.
Dazu wurde in situ mit monoklonalen, phosphorylierungsspezifischen
Antikdrpern gegen die aktivierten Formen von ERK1/2 und STAT3 geféarbt. Die
Immunfarbung zeigt ein starkes nukleares Signal fur phosphoryliertes STAT3
in der hyperproliferierten Epidermis der untersuchten K14-Cre-ER™/IKK2F-/F-
Mause mit spontaner oder Tamoxifen-induzierter Deletion von [IKK2
(Abbildung 3.10a). Die Kontrollen zeigen dagegen keine Aktivierung von
STAT3 (Abbildung 3.10b). Bei drei von funf untersuchten K14-Cre-
ER™/IKK2FYF- Mausen ist in der Haut zusatzlich bei ERK 1/2 ein
phosphorylierungsspezifisches Signal im Vergleich zu den Kontrollmausen zu
beobachten (Abbildung 3.10c und d). Die Phosphorylierung von ERK 1/2
konnte durch eine Western Blot Analyse sowohl aus Lysaten der betroffenen
Hautareale der K14-Cre-ER"#/IKK2™F- Mause als auch aus Lysaten der Haut

von Kontrollméusen bestatigt werden (Abbildung 3.10d).
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Abbildung 3.10: Signaltransduktion in der Haut von K14-Cre-
ER™/IKK2 - Mausen.

Die Bilder zeigen Hautschnitte von Tamoxifen induzierten (a) und spontan induzierten (c) K14-
Cre-ER™/IKK2™™ Mausen, sowie Hautschnitte von Kontrollmausen (b und d). Gefarbt wurde
mit phosphorylierungsspezifischen Antikbrpern gegen ,phosphorylated signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3) (a und b) und ,phosphorylated extracellular signal-
regulated kinase 1/2" (ERK 1/2) (c und d). Die Ausschnitte in den Abbildungen b und d zeigen
die jeweilige Epidermis stark vergroRert. Die gestrichelten weil3en Linien markieren den
Verlauf der Basalmembran. Skalierungsbalken: 40 um. Abbildung e zeigt die Western-Blot
Analyse der ERK-Phosphorylierung in der Haut von zwei K14-Cre-ER"4/IKK2™™ Mausen (KO)
und in der Haut von zwei Wildtypmausen (WT). Die obere Reihe zeigt phosphoryliertes ERK
1/2 (pERK) und die untere Reihe die ERK 1/2 Ladekontrolle (ERK 1/2).
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3.2 Pathogene Rolle von Immunzellpopulationen und
Zytokinen in den K14-Cre/IKK2 ™ Mausen

3.2.1 Abschwéchung des entzundlichen Hautphanotyps in Kl14-
Cre/IKK2 *YF- Mausen durch die Hemmung von TNF

In Pasparakis et al.,, 2002 wurde gezeigt, dass der Psoriasis ahnliche
Phanotyp der K14-Cre/IKK2™ ™ Mause nicht ausgebildet wird, wenn das
Gen fur TNF Rezeptor-l deletiert wurde. Der Phanotyp wurde in
K14-Cre/IKK2F“FTNFRI” Mausen vollstandig unterdriickt. Daher sollte die
Behandlung der K14-Cre/IKK2F“F- Mause mit einem TNF-neutralisierenden
Agens zu einem milderen Phanotyp flhren. TNF-neutralisierende
Therapeutika werden bereits in der Behandlung der Psoriasis beim Menschen
erfolgreich eingesetzt. Fir die Behandlung der K14-Cre/IKK2™ ™ Mause
wurde ein Fusionsprotein eingesetzt, das aus der extrazellularen Doméane des
humanen p75-TNF-Rezeptors und dem Fc-Fragment aus humanem IgG
(huTNFR:Fc) besteht. Dieses Fusionsprotein bindet an zirkulierendes TNF
und neutralisiert es. Den Mausen wurde taglich (P1 bis P7) 20 pg/d
huTNFR:Fc subkutan in die Haut injiziert. Insgesamt wurden drei Wirfe mit
sieben K14-Cre/IKK2™™ und 19 Kontroll Mause mit huTNFR:Fc behandelt.
Ein Wurf (zwei K14-Cre/IKK2™“F" und acht Kontrollmause) wurde taglich
(P1-P7) mit 20 pg/d humanem IgG behandelt. Uber zehn Wirfe von
K14-Cre/IKK2FYF- und Kontrollmausen wurden unbehandelt analysiert. Die
lgG behandelten K14-Cre/IKK2F“F- Mause zeigen den Phanotyp und keinen
Unterschied zu den unbehandelten K14-Cre/IKK2™F- Mausen. Dagegen
zeigen die huTNFR:Fc behandelten K14-Cre/IKK2™F- Mause im Vergleich zu
den Kontroll-IgG behandelten und unbehandelten K14-Cre/IKK2F“F- Mausen
einen deutlich abgeschwachten Phanotyp. Makroskopisch ist bei den
huTNFR:Fc  behandelten K14-Cre/IKK2™F- Mausen eine reduzierte
Schuppung zu beobachten. Die Haut ist weniger verdickt und entztindet. Dies
wird durch die Haematoxilin/Eosin-Farbung in Abbildung 3.11 bestatigt. Die
Epidermis ist in den huTNFR:Fc behandelten K14-Cre/IKK2™“F- Mausen
weitaus dunner und die Zellintensitat in der Dermis erscheint geringer als in
den Kontroll-lgG behandelten K14-Cre/IKK2™™ Mausen. Ingesamt ist die

Haut diinner und ihre Struktur gleicht der von normaler Haut.

63



Ergebnisse

huTNFR:Fc 19G

K10

Lor

64



Ergebnisse

huTNFR:Fc

Abbildung 3.11: Abschwéchung des entziindlichen Haut phanotyps von
K14-Cre/IKK2 FYF- Mausen durch die Verabreichung von huTNFR:Fc

Die lichtmikroskopischen Bilder zeigen Hautschnitte, die mit Haematoxylin/Eosin (H&E)
angefarbt wurden. Die Immunfluoreszenz-Bilder stellen Hautschnitte dar, die mit Antikérpern
gegen die epidermalen Differenzierungsmarker Keratin 14 (K14), Keratin 10 (K10) und Loricrin
(Lor), sowie mit Antikdrpern gegen CD3 positive T-Lymphozyten (CD3), Granulozyten (GR1)
und Makrophagen (F4/80) gefarbt (griin) wurden. Linke Spalte: Schnitte von mit huTNFR:Fc
behandelten Mausen. Rechte Spalte: Schnitte von Kontrollmausen. Die Gegenfarbung (rot)
erfolgte mit Propidiumiodid. Skalierungsbalken: 40 um.

Die immunhistologischen Untersuchungen zeigen, dass sich die Expression
von Keratin 14 in den huTNFR:Fc behandelten K14-Cre/IKK2™F- Mausen, im
Gegensatz zu den IgG behandelten K14-Cre/IKK2™ Mausen, weitgehend
auf die basale Schicht der Epidermis beschrankt. Die Marker fur hohere
Differenzierungsstadien Keratin 10 und Loricrin sind nach huTNFR:Fc-
Behandlung, nicht jedoch nach IgG-Behandlung suprabasal nachweisbar. Das
dermale Entzindungsinfiltrat zeigt eine reduzierte Einwanderung von
T-Lymphozyten, Granulozyten und Makrophagen in die Haut der huTNFR:Fc

behandelten K14-Cre/IKK2™™ Mause (Abbildung 3.11).
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3.2.2 Untersuchung der Immunzellpopulationen in der Haut von
K14-Cre/IKK2 "/F- Mausen

Vorherige histologische und immunhistologische Analysen der Haut von
K14-Cre/IKK27“F- Mausen haben gezeigt, dass es in der Dermis zu einer
Akkumulation von Makrophagen, Granulozyten und Mastzellen kommt. Es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass diese Immunzellen TNF
exprimieren (Pasparakis et al., 2002). Deshalb wurden die einzelnen
Immunzellpopulationen untersucht um zu dberprifen, inwieweit jede

Population an der Entstehung des Phanotyps beteiligt ist.

3.2.3 Charakterisierung der Makrophagen in der Haut von K14-
Cre/IKK2 F'™- Mausen

Vorangegangene Farbungen haben gezeigt, dass die in die Dermis von K14-
Cre/IKK2™F- Mausen einwandernden Immunzellen gréRtenteils positiv fir den
Makrophagenmarker F4/80 sind (Abbildung 3.11, 3.6; Pasparakis et al., 2002).
Diese F4/80 positiven Makrophagen akkumulieren oft direkt an der Grenze

zwischen Dermis und Epidermis (Abbildung 3.12a und b).

Abbildung 3.12: Akkumulierte Makrophagen zwischen D ermis und
Epidermis.

In den Schnitten aus der Haut von K14-Cre/IKK2™F- Mausen wurden die Makrophagen mit
F4/80 angefarbt (gran). Abbildung a zeigt F4/80 positive Makrophagen in vier Tage alten K14-
Cre/IKK2™™ Mausen im Entstehungs- und Entwicklungsstadium des Phéanotyps und
Abbildung b nach sieben Tagen im Endstadium des Phanotyps. Die Hautschnitte wurden mit
Propidiumiodid gegengeféarbt (rot). Skalierungsbalken: 40 pum.
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Diese im Bereich der Junktionszone zwischen Dermis und Epidermis
akkumulierten Makrophagen erinnern an eine bereits friher beschriebene
Population von “epithelium-lining macrophages” in der Haut des Menschen.
Diese Formation von Makrophagen wurde in psoriatischer Haut, aber auch bei
anderen entzindlichen Hauterkrankungen beobachtet und beschrieben (van
den Oord et al.,, 1994; Boehncke et al., 1995). Es wurde ebenfalls gezeigt,
dass das entzundliche Infiltrat in psoriatischer Haut sowohl klassisch aktivierte
als auch alternativ aktivierte Makrophagen enthélt (Nickoloff, 2000). Um
diesen Teil des entzundlichen Infiltrats n&her zu charakterisieren, wurden
immunhistologische Farbungen an Hautschnitten von drei K14-Cre/IKK2™/™
Mausen und drei Kontrollmausen durchgeftihrt. Gefarbt wurde mit Antikbrpern
gegen CD11b, CD14, CD16/32, CD206 (Mannose Rezeptor), CD83 und CD8O0.
Die Makrophagen in der Dermis von K14-Cre/IKK2™“F- Mausen farbten sich
positiv mit Antikérpern gegen CD11b, CD206 und CD16/32 (Abbildung 3.13a
und b, e und f, i und j). Die Expression von CD14 war im Infiltrat positiv, und
auf Zellen beschrankt, die eine Makrophagen- typische Morphologie
aufwiesen. Sie bildeten teilweise eine Linie entlang der Grenze von Dermis zu
Epidermis (Abbildung 3.13d und e), ahnlich den ,epithelium lining
macrophages” in menschlicher Haut (van den Oord et al., 1994; Boehncke et
al.,, 1995). Diese Makrophagen farbten sich verstarkt mit dem Antikdrper
gegen CD83 an (Abbildung 3.13g und h). CD83 ist in Makrophagen
zytoplasmatisch vorhanden und wird offenbar wéahrend ihrer Reifung zu
dendritischen Zellen an die Membranoberflache transportiert (Cao et al., 2005).
CD80 wurde nur von einigen Zellen in der unteren Dermis exprimiert. Diese
Zellen waren gleichzeitig positiv fur CD83. Die fir CD80 (rot) und CD83 (gruin)
positiven Zellen erscheinen in Abbildung 3.13k gelb.
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Abbildung 3.13: Charakterisierung der Makrophagen i n der Haut von
K14-Cre/IKK2 /P Mausen.

Immunhistologische Farbung der Hautschnitte von K14-Cre/IKK2™™ Mausen (gran), mit

Antikérpern gegen CD11 (a und b), CD14 (c und d), CD206 (e und f), CD83 (g und h) und
CD16/32 (i und j). Der Antikdrper CD14 farbt in den Hautschnitten ¢ und d die Talgdriisen
unspezifisch an. Die Hautschnitte (a-j) wurden mit Propidiumiodid gegengefarbt (rot). Die
Abbildung k zeigt eine Doppelfarbung mit Antikérpern gegen CD83 (griin) und CD80 (rot).
Skalierungsbalken: 40 um.

3.2.4 Depletion der Makrophagen in der Haut von K14 -Cre/IKK2 ™/t
Mausen durch die Injektion von Clodronat-Liposomen

Der Nachweis der Akkumulation aktivierter Makrophagen in der Dermis wirft
die Frage auf, ob die massive Einwanderung der Makrophagen in die Dermis
eine Rolle bei der Entstehung des Phéanotyps spielt. Zur Beantwortung dieser
Frage wurde die Anzahl der Makrophagen in der Haut von K14-Cre/IKK2™/™
Mausen durch die subkutane Verabreichung von Clodronat-Liposomen
reduziert. Zwolf K14-Cre/IKK2™F- Mausen aus sechs verschiedenen Wiirfen
wurde Clodronat-Liposomen subkutan in den Nacken injiziert. Zur Kontrolle
wurden auf dieselbe Weise sieben K14-Cre/IKK2™“F- Mausen Liposomen
injiziert, die anstelle des Clodronats PBS enthielten (Kontroll-Liposomen). Die
Behandlung der K14-Cre/IKK2™/F- Mause mit Clodronat-Liposomen bzw. mit
Kontroll-Liposomen erfolgte nach den ersten makroskopischen Anzeichen des
Phanotyps (P4). Die mit Kontroll-Liposomen behandelten Tiere zeigen
makroskopisch keine Verdnderung des Phanotyps. Die mit Clodonat-
Liposomen behandelten Tiere zeigen dagegen eine deutliche Abschwéachung
des Phanotyps mit einer reduzierten Schuppenbildung (Abbildung 3.14).
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Tag 7

Kontroll- Clodronat-
Liposomen Liposomen

Abbildung 3.14: Foto von zwei K14-Cre/IKK2 ™ Mausen 7 Tage nach
ihrer Geburt.

Das Kontrolltier links (Kontroll-Liposomen behandelte Maus) zeigt makroskopisch alle
Merkmale des schuppig entzindlichen Phanotyps. Das rechte Tier (Clodronat-Liposomen
behandelte Maus) zeigt makroskopisch einen deutlich verminderten Phanotyp mit einer
reduzierten Schuppenbildung.

Am Tag 7-8 (P7-P8) wurden die Tiere getdtet und n&aher untersucht. Die
Behandlung der K14-Cre/IKK2™F- Mause mit Clodronat-Liposomen fiihrt im
Vergleich zu den mit Kontroll-Liposomen behandelten K14-Cre/IKK2™/F-
Mausen zu einer drastischen Reduzierung der Makrophagenzahl in der
Dermis. Die Farbung mit F4/80 zeigt, dass die Anzahl der Makrophagen in den
injizierten Bereichen mit der Anzahl der Makrophagen in der Haut von
Kontrollmausen vergleichbar ist (Abbildung 3.15 mittlere Reihe).

Mikroskopische Untersuchungen zeigen, dass mit Clodronat-Liposom
behandelte  K14-Cre/IKK2™ - Mause nur einen sehr schwachen
hyperproliferativen, entziindlichen Hautph&notyp aufweisen. Die Epidermis ist

im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen nur leicht verdickt.

70



Ergebnisse

Kontroll - Clodronat -
Liposomen Liposomen

Kontrolle

Phospho-STAT-3

Abbildung 3.15: Abschwéachung des entziindlichen Phan otyps durch die
Behandlung von K14-Cre/IKK2 ™ Mausen mit Clodronat-Liposomen.

Die linke Spalte zeigt Hautschnitte von K14-Cre/IKK2-™

Mausen die mit Kontroll-Liposomen
behandelt wurden. Die mittlere Spalte zeigt die mit Clodronat-Liposomen behandelten K14-
Cre/lIKK2™™ Mause und die rechte Spalte  unbehandelte Wildtypmause. Die
lichtmikroskopischen Aufnahmen in der oberen Reihe sind von Hautschnitten, die mit
Haematoxylin/Eosin (H&E) angefarbt wurden. Die mittlere und untere Reihe zeigen
immunbhistologische Farbungen gegen Makrophagen (F4/80) und phosphoryliertes STAT3
(Phospho-STAT3) (griin). Die F4/80 Farbungen wurden mit Propidiumiodid gegengefarbt (rot).

Skalierungsbalken: 100 um (H/E); 40 um (Immunhistologische Farbungen).
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Akanthose und Hyperkeratose sind stark vermindert. Eine Parakeratose fehlt
und das Stratum granulosum ist deutlich sichtbar (Abbildung 3.15 obere
Reihe). Die Dichte des Zellinfiltrats in der Dermis ist weitaus geringer als in
den mit Kontroll-Liposomen behandelten Mausen. Immunohistologische
Farbungen von STAT3 zeigen, dass in den mit Kontroll-Liposomen
behandelten Mausen eine hohe Expression von phosphoryliertem STAT3
nachweisbar ist. Dagegen ist die Phosphorylierung von STAT3 in den mit
Clodronat-Liposomen behandelten Tieren sehr viel geringer und zeigt die
gleiche Expression wie die Wildtypkontrolle (Abbildung 3.15 untere Reihe).
Auch die Hautbereiche, in die nicht direkt Clodronat-Liposomen injiziert
wurden, zeigen makroskopisch und mikroskopisch einen milderen Phanotyp.
Dieser ist jedoch nicht so stark reduziert wie in den direkt behandelten Arealen.
Um nédher zu charakterisieren, inwieweit die Behandlung mit Clodronat-
Liposomen die gestorte terminale Differenzierung der Keratinozyten in K14-
Cre/IKK2™F- Mausen verandert, wurden Hautschnitte mit den spezifischen
Differenzierungsmarkern Keratin 14, Keratin 10, Loricrin und Filaggrin gefarbt
(Abbildung 3.16). Die immunohistologischen Farbungen in Abbildung 3.16
zeigen, dass in mit Clodronat-Liposomen behandelten Mausen Keratin 14
nicht mehr so stark in den suprabasalen Schichten exprimiert wird. Die mit
Clodronat-Liposomen behandelten Tiere zeigen im Gegensatz zu den mit
Kontroll-Liposomen behandelten Tieren eine Expression der
Differenzierungsmarker Keratin 10, Loricrin und Filaggrin. Um zu untersuchen,
welche Auswirkung die Depletion der Makrophagen auf die anderen
Immunzellpopulationen im entzindlichen Infiltrat der Dermis hat, wurden die
Hautschnitte mit Antikbrpern gegen GR1 und CD3 gefarbt (Abbildung 3.16).
Die Farbungen zeigen, dass auch die Anzahl der Granulozyten sowie der T-
Lymphozyten in den mit Clodronat-Liposomen behandelten K14-Cre/IKK2™/
Mausen drastisch zurtickgegangen ist im Vergleich zu den mit Kontroll-
Liposomen behandelten K14-Cre/IKK2™“F- Mausen (Abbildung 3.16). Das
lasst den Schluss zu, dass Makrophagen in der Dermis vorhanden sein
muassen, damit Granulozyten und T-Lymphozyten in die Haut von K14-
Cre/IKK2™F- Mausen einwandern.
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Kontroll - Clodronat - Wildtyp -
Liposomen Liposomen Kontrolle

GR1
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Abbildung 3.16: Die Behandlung mit Clodronat-Liposo men normalisiert
die epidermale Differenzierung und verhindert die E  inwanderung von
Granulozyten und CD3 positiven T-Lymphozyten in die Dermis von K14-
Cre/IKK2 *F- Méausen.

Darstellung immunhistologischer Farbungen von Hautschnitten mit Antikérpern gegen die
epidermalen Differenzierungsmarker Keratin 14 (K14), Keratin 10 (K10), Loricrin (Lor) und
Filaggrin (Fil), sowie gegen Oberflachenmarker von Granulozyten (GR1) und T-Lymphozyten
(CD3). Grun: Oberflachenmarker; Rot: Propidiumjodid.. Die Hautproben wurden am Tag
sieben nach der Geburt von mit Kontroll-Liposomen behandelten (linke Spalte) und Clodronat-
Liposomen behandelten (mittlere Spalte) K14-Cre-IKK2™™ Mausen sowie von unbehandelten
Wildtyp-Kontrollmausen (rechte Spalte) entnommen. Skalierungsbalken: 40 pm.

Aufgrund der Tatsache, dass die Elimination der Makrophagen sowohl die
Akkumulation der Granulozyten und T-Lymphozyten verhindert, als auch den
Phanotyp stark abschwacht, muss untersucht werden, ob der abgeschwéachte
Verlauf der Hauterkrankung der K14-Cre/IKK2™F- Mause durch die Clodronat-
Liposomen eine direkte Konsequenz der Makrophagendepletion darstellt oder
das Ergebnis der gehemmten Migration und Akkumulation von Granulozyten
und T-Lymphozyten in der Haut ist. Da bereits in Pasparakis et al.. 2002

ausgeschlossen wurde, dass T-Lymphozyten eine pathogene Rolle in den
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K14-Cre/IKK2FYF- Mausen spielen, wurden in dieser Arbeit die Granulozyten

untersucht.

3.2.5 Erhohte Anzahl von unreifen Granulozyten ind  en K14-Cre/IKK2 P/Ft
Mausen

Bei der ndheren Untersuchung der Granulozyten durch das Auszahlen der
weilen Blutkérperchen auf Blutausstrichen zeigt sich, dass es zu einer
massiven Mobilisierung von Granulozyten aus dem Knochenmark in
K14-Cre/IKK2“™- Mausen kommt.
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D Kontrolle
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50 A
%
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T-Lymphozyten  Neutrophile Neutrophile Eosinophile Basophile Mastzellen Monozyten
(stabf 6rmig) (polymorphkernige)

Abbildung 3.17 : Linksverschiebung der Neutrophilen im Blut von sieb en
Tage alten K14-Cre/IKK2 F“F- Mausen.

FL/FL

Die wei3en Blutkérperchen wurden auf Blutausstrichen von drei K14-Cre/IKK2 Mausen

und zwei Kontrollmdusen gezahlt. Es zeigt sich eine relative Erhéhung der Anzahl von
Neutrophilen (stabférmige und polymorphkernige) und ein relativer Riickgang der Anzahl von
T-Lymphozyten.

Die Auswertung zeigt eine erhohte Anzahl von im Blut zirkulierenden

Granulozyten mit einem relativen Anstieg von stabformigen Zellen

(Linksverschiebung: Bezeichnung fiir eine relative Erh6hung von unreifen
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Neutrophilen in einer Entziindung) in K14-Cre/IKK2F- Mausen verglichen mit
den Kontrollen (Abbildung 3.17).

3.2.6 Hemmung der Migration der Granulozyten in die Dermis von K14-
Cre/IKK2 *YF- Mausen durch gezielte Deletion von CD18

Um zu klaren, wie essentiell oder nicht essentiell die Population der
Granulozyten fiir die Entstehung des Phénotyps in K14-Cre/IKK2™ - Mausen
ist, wurde die Migration der Granulozyten in die Dermis gehemmt. Dazu
wurden K14-Cre/IKK2F“F- Mause mit CD18-defizienten Mausen (K14-
Cre/IKK2™/F-/CD18") gekreuzt. CD18 ist eine B.-Integrin Untereinheit auf
Leukozyten. Das Fehlen der B,-Integrin Untereinheit hat zur Folge, dass die
Granulozyten nicht mehr in der Lage sind, aus den Blutgefal3en in die Dermis
einzuwandern (Scharffetter-Kochanek et al.,, 1998). Die histochemische
Uberpriufung mit einer Chloracetat-Esterase Farbung zeigt, dass es in
homozygoten K14-Cre/IKK27F-/CD18”" Mausen zu einem Fehlen von
Granulozyten in der Haut kommt (Abbildung 3.18b). In den heterozygoten
K14-Cre/IKK2F“F-/CD18™ Mausen dagegen kommt es weiterhin zu einer
massiven Migration der Granulozyten in die Dermis (Abbildung 3.18a). Das
Ergebnis wird durch die Auszéhlung der Granulozyten (Abbildung 3.18c)
bestatigt. Dafiir wurden Hautschnitte von sechs K14-Cre/IKK2™F/cD18" und
sechs K14-Cre/IKK2™"F-/CD18™ oder K14-Cre/IKK2™ - Mausen ausgezihlt.
Die Auswertung bestatigt, dass in dem K14-Cre/IKK2™/F-/CD18" Mausmodell
nahezu keine Granulozyten mehr in die Dermis einwandern. Die K14-
Cre/IKK2/F-/CD18" Mause entwickeln den gleichen Hautphanotyp wie die
K14-Cre/IKK2™F- Mause.
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Abbildung 3.18: Die gezielte Deletion von CD18 verhindert die Migra  tion
von Granulozyten in die Dermis der K14-Cre/IKK2 ~ FYF- Mause.

Die Abbildungen a und b zeigen Iichtmikroskoeische Aufnahmen von histochemischen
Farbungen fir Chloracetat-Esterase aus Cre/IKK2 YFlicbig™- (a) und Cre/IKK2™™/cD18"
Méausen (b). Chloracetat-Esterase positive Granulozyten sind dunkelrot (griner Pfeil).
Skalierungsbalken: 50 um. Abbildung c stellt die Resultate der Auszahlung der Chloracetat-
Esterase positiven Granulozyten in der Haut von sechs Cre/IKK2™™/CD18"- und sechs
Cre/IKK2™F/cD18"*/oder CD18™ Mausen dar. Es wurden 10 Gesichtsfelder pro Maus

ausgezahlt. Jeder Balken zeigt die durchschnittliche Anzahl der Granulozyten pro Gesichtsfeld
von je 2 Mausen.

Die histologische und immunhistologische Untersuchung der Hautschnitte von
acht K14-Cre/IKK2™F/CD18" Mausen zeigt, dass trotz einer inhibierten
Einwanderung der Granulozyten in die Dermis die Erscheinungsform des
Phanotyps erhalten bleibt (Abbildung 3.19).
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ﬁ(lézg{’&/ K14-Cre/ K14-Cre/ Kontrolle

Abbildung 3.19: Die Elimination der Granulozyten au s der Haut von K14-
Cre/IKK2 "YFL Mausen verhindert nicht die Entstehung des Phanoty  ps.

Die Tiere wurden am P7 fur histologische und immunhistologische Untersuchungen getotet.
Die obere Reihe zeigt Haematoxilin/Eosin (H/E) gefarbte Hautschnitte von K14-Cre/IKK2™F-,
Cre/IKK2™F-/cD18™-, Cre/IKk2™™/CcD18" und Kontrollmausen (Spalten von links nach
rechts). Die Hautschnitte der unteren Reihen wurden immunhistologisch mit Antikdrpern
gegen die epidermalen Differenzierungsmarker K14, K10, Filaggrin und Loricrin gefarbt (grin).
Die Schnitte wurden mit Propidiumiodid gegengefarbt (rot), um die Hautstruktur erkennbar zu

machen. Skalierungsbalken 100 um (H/E); 40 um (Immunhistologische Farbungen).
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Auch die Cre/IKK2™™-/CD18" Mause zeigen wie die K14-Cre/IKK2™™ Mause
eine stark verdickte Epidermis mit einer deutlich ausgepragten Hyper- und
Parakeratose und einem Verlust des Stratum granulosum (Abbildung 3.19

obere Reihe).

Cre/IKK2 FYFticp1s™ Cre/IKK2 *F/cp1s™

F4/80

CD3

Pospho-STAT-3

Abbildung 3.20: Die Elimination der Granulozyten aus der Haut von K 14-
Cre/IKK2 "F- Mausen unterdriickt die Entziindung nicht

Die Hautschnitte von Cre/IKK2™/™/CD18"- und K14 Cre IKK2™™/CD18" Mausen wurden
immunbhistologisch gegen die Marker F4/80, CD3 und Phospho-STATS3 gefarbt (griin). Die
Hautstruktur wurde durch die Gegenfarbung mit Propidiumiodid visualisiert (rot).
Skalierungsbalken: 40 pum.
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Die Cre/IKK2™F/CcD18" Mause zeigen, dhnlich wie die K14-Cre/IKK2™
Mause, eine Stbérung in der Differenzierung der Keratinozyten. Die Expression
von Keratin 14 erstreckt sich weiterhin Gber alle epidermalen Schichten. Auch
ist die Expression der terminalen Differenzierungsmarker Keratin 10, Loricrin
und Filaggrin gestort bzw. nicht vorhanden (Abbildung 3.19).

Um herauszufinden, welchen Einfluss das Fehlen von Granulozyten in der
Dermis auf andere Immunzellpopulationen hat, wurden Hautschnitte von
Cre/IKK2™F-/CD18" Méausen und Cre/IKK2F"F/CD18"" Mé&usen als Kontrolle
mit Antikdrpern gegen Makrophagen (F4/80) und CD3-positive T-Lymphozyten
angefarbt. Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen und CD3-positive
T-Lymphozyten auch ohne die Anwesenheit der Granulozyten in gleicher
Anzahl und Dichte in der Dermis vorhanden sind (Abbildung 3.20). Zusatzlich
wurde phosphoryliertes STAT3 angefarbt. Auch dieser Marker zeigt in den
Cre/IKK2™F-/CD18" Méausen keine Unterschiede zu den K14-Cre/IKK2F-/F-

Mausen.

3.2.7 Effekt von Clodronat-Liposomen auf Mastzellen in der Dermis von
K14-Cre/IKK2 "/F- Mausen

Um festzustellen, in welchem Zusammenhang ein Anstieg der Mastzellen in
der Haut mit der Entwicklung des Phanotyps der K14-Cre/IKK2™/F- Mause
steht, wurden Untersuchungen an dieser Zellpopulation durchgefuhrt. Daftr
wurde die Anzahl der Mastzellen in der Haut von K14-Cre/IKK2™F- Mausen
und Kontrollméusen ab dem Zeitpunkt der Geburt bis zum Tag funf verglichen.
An den Tagen P1-P3 sind keine relevanten Unterschiede in den Zellzahlen bei
K14-Cre/IKK2™"F- Mausen und Kontrollmausen zu erkennen. An Tag P4
kommt es bei K14-Cre/IKK2™F- Mausen zu einem leichten Anstieg der
Mastzellen gegeniber den Kontrollmausen. An Tag P5 zeigt sich ein
deutlicher Anstieg der Mastzellen in der Haut der K14-Cre/IKK2™ - Mause.

Um zu zeigen, welchen Effekt die Behandlung mit Clodronat-Liposomen auf
die Mastzellen hat, wurden diese in der Haut von sieben Clodronat- und sechs
Kontroll-Liposomen behandelten K14-Cre/IKK2“F- Mausen, sowie von fiinf
unbehandelten K14-Cre/IKK27“F-- und funf Cre negativen IKK2F-- oder
IKK2™* Mausen ausgezahlt. Es wurden zehn Gesichtsfelder pro Maus

betrachtet. Die Daten in Abbildung 3.21 legen nahe, dass die Mastzellen durch
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die Clodronat-Liposomen nicht depletiert werden. In den Clodronat-Liposomen
behandelten K14-Cre/IKK2™ - Mausen sind weiterhin Mastzellen vorhanden.
Ihre Anzahl hat sich jedoch im Vergleich zu den unbehandelten und Kontroll-
Liposomen behandelten K14-Cre/IKK2™YF- Mausen auf das Niveau der
Kontrollen reduziert. Es gibt eine Korrelation der Anzahl der dermalen
Mastzellen mit der Starke des Phanotyps. Die Zahl der Mastzellen steigt erst
stark an, nachdem der Phanotyp sich bereits ausgebildet hat. Das lasst nicht
auf eine kausale Rolle der Mastzellen in der Pathogenese des entziindlichen

Hautphanotyps schliel3en.

30

25 -

20 -

15 -

10 -

@ Mastzellen/Gesichtsfeld

Unbehandelte Kontroll -Liposomen Clodronat -Liposomen Kontrollen
K14- Cre/IKK2 "™ behandelte behandelte
K14-Cre/IKK2 "/ K14-Cre/IKK2 "™

Abbildung 3.21: Effekt von Clodronat-Liposomen auf Mastzellen in de r
Dermis von K14-Cre/IKK2 FF- Mausen.

In der Abbildung wird die durchschnittliche Mastzellzahl pro Gesichtsfeld in der Dermis von
unbehandelten, Kontroll-Liposomen behandelten und Clodronat-Liposomen behandelten
K14-Cre/IKK2™ - Mausen, sowie die Mastzellzahl von Kontrollmausen dargestellt. Es wurden
zehn Gesichtsfelder pro Maus ausgewertet. Es wurden funf unbehandelte, sechs mit Kontroll-
Liposomen und sieben mit Clodonat-Liposomen behandelte K14-Cre/IKK2™F Mause, sowie
funf Cre-negative IKK2™™ oder IKK2™* Mause (Kontrollen) ausgezahlt.

3.2.8 Affymetrix Genexpressions-Analyse der Haut vo  n K14-Cre/IKK2 ™/t
Mausen zeigt eine verstarkte Expression von IFN-  y regulierten Proteinen

Die Ergebnisse zeigen, dass Makrophagen fir die Entstehung des Phanotyps

in K14-Cre/IKK2F“F- Mausen notwendig sind. Es stellte sich die Frage, ob und
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welche friihen Faktoren und Umstande fur die Akkumulation der Makrophagen
in der Haut und die Entwicklung des Ph&notyps relevant sein kdnnten. Um
dies zu untersuchen, wurde eine Genexpressions-Analyse der Haut von K14-
Cre/IKK2F-- und Kontrollmausen durchgefiihrt. Dafir wurde RNA aus der
Haut von je einer K14-Cre/IKK2™™ Maus und je einer Kontrollmaus an den
Tagen zwei und drei nach der Geburt isoliert. Die Genexpressions-Daten der
K14-Cre/IKK2™“ - Maus wurden mit den Genexpressions-Daten der fir den
Tag entsprechenden Kontrollmaus verglichen. Daraus ergibt sich eine Liste
mit den Genen, die in der K14-Cre/IKK2F“™- Maus gegeniiber der Kontrolle

hoch- oder runterreguliert wurden (Tabelle 1).

Tabelle 3.1: Ergebnis der Affymetrix Gen-Chip Analy  se.

IFN-y-induzierbare Proteine Expressions- Expressions-

Unterschied Unterschied

P2 P3

IIGP 53 17,1
IGTP 0 4,6
GTPI 0 5,3
IFN-activated gene 202 0 17,1
IFN-activated gene 204 0 4,3
IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 0 30
IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 0 15
TGTP 2,6 78,8
MG11 0 5,6
LRG-47 0 12,1
IFN-induced 15-kDa protein 0 3
IRF-1 0 2,1
IFN-dependent positive acting transcription 0 2,1
factor 3y

Die mRNA Konzentration verschiedener Gene in der Haut von je einer K14-Cre/IKK2™ - und

je einer Kontrollmaus gleichen Geschlechts aus demselben Wurf wurden an den Tagen P2
und P3 miteinander verglichen. Nur eine Veranderung von +/- Faktor 2 wurde als signifikante
Veranderung gewertet. Die Werte in der Tabelle geben die ,vielfach® erhdhte
Expressionsstarke der K14-Cre/IKK2™™ Mause gegenuiber den Kontrollmausen wieder. IGTP
(inducibly expressed GTPase; GTPI (IFN-inducible GTPase 2); TGTP (T-cell-specific GTP
binding protein); MG11(IFNy-inducible protein Mgl1); LRG-47 (IFN-inducible p47GTPase);
IRF-1(IFN regulatory factor-1).

Die Analyse der Daten zeigt, dass in den K14-Cre/IKK2™F- Mausen verstarkt

Gene exprimiert werden, die einer Regulation durch IFN-y unterliegen (Tabelle
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3.1). Die Expression dieser Gene steigt von P2 zu P3 teilweise stark an. Zum
Beispiel wird die Expression von TGTP (T-cell-specific GTP binding Protein)
am P3 in der K14-Cre/IKK2™™ Maus verglichen mit der Kontrollmaus um das
78,8-fache erhoht.

3.2.9 Gezielte Deletion des IFN- y-Rezeptors

Das Ergebnis der Genexpressionsanalyse weist darauf hin, dass in den K14-
Cre/IKK2™ ™ Mausen an P2 und P3 sehr friih IFN-y vermittelte Signale
vorhanden sind. IFN-y ist neben TNF einer der Hauptstimulatoren bei der
klassischen Aktivierung der Makrophagen (Mosser, 2003). Ebenfalls sind IFN-
y abhangige genregulatorische Signaltransduktionswege dafir bekannt, dass
sie essenziell fur die klassische Aktivierung der Makrophagen wahrend des
Anfangsstadiums einer Erkrankung sind (Mosser, 2003; Gattoni et al., 2006).
Wie bereits beschrieben, konnte gezeigt werden, dass der entzindliche
Hautphanotyp in K14-Cre/IKK2™ Mausen von TNF-a und der Anwesenheit
der Makrophagen in der Dermis abhangig ist. Daraus ergibt sich die Frage, ob
IFN-y-Rezeptor vermittelte Signale fur die Entwicklung des Phéanotyps
notwendig sind. Hierfir wurden K14-Cre/IKK2™F- Mause mit IFN-y-Rezeptor
defizienten Mausen (K14-Cre/IKK2FYFYIFN-yR”) gekreuzt. Die gezielte
Deletion des IFN-y-Rezeptors verhindert nicht die  Ausbildung
des  entziindlichen  Phanotyps in  K14-Cre/IKK2™  Mausen.
K14-Cre/IKK2™YFLIEN-yR” Mause entwickelten den gleichen Phanotyp wie
K14-Cre/IKK2™/F- Mause. Anders als bei K14-Cre/IKK2™F- Mausen ist der
Phanotyp bei K14-Cre/IKK2™"FY/IFN-yR” Mausen makroskopisch erst mit
einer Verzbgerung von zwei Tagen festzustellen. Von vier K14-
Cre/IKK2"YFYIEN-yR” Mausen wurden Hautproben entnommen und
histologische und immunhistologische Farbungen mit Antikdrpern gegen
Differenzierungsmarker der Epidermis (K14, K10, Lor und Fil) und gegen
Makrophagen (F4/80) durchgefuhrt. Die Farbungen zeigen keine Unterschiede
im Phanotyp zwischen K14-Cre/IKK2™YF- und K14-Cre/IKK2™YF/IFN-yR”
Mausen (Abbildung 3.22).
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Kontrolle
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Abbildung 3.22: Gezielte Deletion des IFN- y Rezeptors verhindert nicht
die Ausbildung des entziindlichen Phanotyps in K14-C  re/IKK2 /-
Mausen.

Die obere Reihe zeigt H/E gefarbte Hautschnitte von K14-Cre/IKK2™FIIFN-yR"-, K14-
Cre/IKK2™- und Kontrollmausen. Die immunhistologischen Bilder zeigen Hautschnitte der
entsprechenden Mause, die mit Antikbrpern gegen die epidermalen Differenzierungsmarker
K14, K10, Lor und Fil sowie mit Antikbrpern gegen F4/80 gefarbt wurden (griin). Zuséatzlich
wurden die Hautschnitte mit Propidiumiodid (rot) angefarbt, um die Hautstruktur zu
visualisieren. Skalierungsbalken 100 um (H/E); 40 um (Immunhistologische Farbungen).
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4 Diskussion

4.1 Induzierte IKK2-Deletion in der Epidermis von K 14-Cre-
ER™/IKK2 ™™ Mausen

Adulte K14-Cre-ER™/IKK2™“F- Mause mit einer induzierten Deletion von 1KK2
in der Epidermis zeigen einen ahnlichen entztndlichen Phanotyp in der Haut
wie neugeborene Mause mit epidermisspezifischer IKK2-Deletion. Das
bedeutet, dass die entzindliche Hauterkrankung eine direkte Konsequenz der
epidermalen Deletion von IKK2 ist und nicht mit der perinatalen
Anpassungsreaktion der Haut an die extramaterne Umgebung
zusammenhangt. Es muss erwahnt werden, dass die K14-Cre-ER™/IKK2F-F-
Mause im Alter von sechs Monaten auch ohne Tamoxifen-Behandlung
entzundliche Hautveranderungen an Schulter, Hals, Kopf und Brust entwickeln.
Diese spontane Deletion wird héchstwahrscheinlich durch einen
akkumulativen Effekt der Cre-vermittelten Deletion in der Epidermis ausgeldst.
Mit fortschreitendem Lebensalter der Tiere kame es dann durch eine
unvollstandige Repression der Cre-Rekombinase Aktivitat des K14-Cre-ER'™
Konstrukts zu einer Deletion von IKK2 in den Keratinozyten. Da diese
Deletion irreversibel ist, akkumuliert der Effekt Gber die Lebenszeit. Diese
Annahme begrindet sich aus den Beobachtungen, dass bei K14-Cre-
ER™/IKK2™™ Mausen nach drei bzw. fiinf Wochen noch keine Cre-
vermittelte Deletion von IKK2 festgestellt werden konnte, diese jedoch in der
Haut von K14-Cre-ER"/IKK2™ - Mausen, die alter als sechs Monate waren,
auch ohne Tamoxifen- Behandlung deutlich nachweisbar war. Diese spontane
Cre- vermittelte Deletion liel3 sich sowohl in entzindlich veranderten
Hautarealen als auch in phanotypisch unauffalliger Haut nachweisen,
allerdings nie in Mausen, die kein K14-Cre-ER"™-Transgen besaRen. Dies
schlieBt aus, dass die Cre- vermittelte IKK2-Deletion eine Folge des
entzundlichen Hautphéanotyps ist und spricht im Zusammenhang mit den
Ergebnissen von Pasparakis et. al, 2002 dafur, dass die Deletion der
Entwicklung entzindlicher Hautveranderungen vorausgeht. In diesem Falle

ware davon auszugehen, dass eine bestimmte Anzahl (Schwellenwert) von
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Keratinozyten mit einer Deletion von IKK2 in der Haut von K14-Cre-
ER™/IKK2™™ Mausen vorkommen muss, um den Phanotyp auszuldsen.
Bleibt die Anzahl unter dieser Schwelle, zeigt die Haut keine Aufféalligkeiten,
obwohl auch dort Keratinozyten mit einer Deletion vorhanden sind.

Fur die spontane Deletion als Folge einer unzureichenden Repression der
Cre-Aktivitat im K14-Cre-ER"- Konstrukt sprechen auch andere Arbeiten, in
denen dieses Konstrukt zur Anwendung kam (Vasioukhin et al., 1999; Bleul et
al., 2006; Benitah et al., 2007).

4.1.1 Bildung epidermaler Zellaggregate in der Derm is von
K14-Cre-ER "/IKK2 '™ Mausen

Die Hemmung der NF-kB - Aktivierung in der Epidermis von Mausen durch die
Expression einer nicht degradierbaren Form von IkBa (IkBa- superrepressor)
unter der Kontrolle eines Keratin 5 Promotors (K5-IkBa) fuhrt zu einer
entzindlichen Hauterkrankung mit epidermalen Veranderungen. Zudem treten
16 Wochen nach Geburt der Tiere invasive Plattenepithelkarzinome auf, was
von den Autoren als Folge der chronischen Entziindung interpretiert wurde
(van Hogerlinden et al., 1999, 2004). Auch die K14-Cre-ER"%/IKK2™™ Mause
zeigen starke entzindliche Hautveranderungen, sowie epitheliale
Zellformationen in der Dermis, die teilweise tumordhnliche Strukturen
aufweisen. Makroskopisch lassen sich in diesen Tieren allerdings bis zum
Alter von elf Monaten keine Uberzeugenden Hinweise auf die Anwesenheit
von Hauttumoren finden. Die histologischen Untersuchungen der in der
Dermis vorkommenden epithelialen Zellformationen ergab, dass wichtige
Kriterien fur maligne Tumoren der Epidermis nicht vorhanden sind, namlich
atypische  Keratinozyten, ausgepragte Zell- und Kernpolymorphie,
Kernhyperchromasie, haufige und atypische Mitosen, Hornperlenbildung
sowie Zeichen des invasiven Wachstums. Die Immunfarbungen der Marker fur
die interfollikulare epidermale Differenzierung Keratin 14, Keratin 10 und
Filaggrin sowie fir Haarmatrix- Differenzierung zeigen das fir epidermale
Zysten bzw. Uberreste zerstorter Haarfollikel typische Muster. Die Farbung
gegen Laminin 5 belegt zudem, dass die epithelialen Zellaggregate in der
Dermis von K14-Cre-ER'%/IKK27“F- Mausen eine intakte Basalmembran

haben. Insofern handelt es sich bei den epithelialen Strukturen in der Dermis
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von K14-Cre-ER™/IKK2F“F- Mausen um so genannte pseudokarzinomatose,
hyperplastische Veradnderungen, wie sie typischerweise in chronisch
entzindlichen Hautlasionen auftreten kénnen (Kirkham, 2005). Obwohl die
Ergebnisse dieser Arbeit es unwahrscheinlich machen, dass eine Deletion von
IKK2 in der Epidermis hinreichend fir die Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen ist, lasst sich eine mdgliche maligne Progression der
beobachteten Hautverdnderungen nicht mit volliger Sicherheit ausschlief3en.
Eine plausible Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse zu den K5-1kBa
Mausen kénnte in der Verwendung unterschiedlicher Mausstamme liegen. Die
K14-Cre-ER™IKK2™F- Mause haben einen C57BI6-Hintergrund. Dagegen
sind die K5-IkBa-M&ause in einen FVB/N-Hintergrund geziichtet worden. Dieser
Stamm ist dafir bekannt, sensitiver fur die Entwicklung von Hauttumoren zu
sein (Hennings et al., 1993, Woodworth et al., 2004). Die Tatsache, dass K5-
IkBa-Mause nur im FVB/N-Hintergrund Hauttumore bilden, aber nicht im
reinen C57BI6-Hintergrund (R. Toftgard, personliche Kommunikation),

unterstitzt diese These.

4.1.2 Entwicklung eines psoriasis-ahnlichen Hautphd  notyps in den K14-
Cre/IKK2 "F und K14-Cre-ER "/IKK2™F- Mausen

Die Epidermis bildet fur den Organismus eine erste Abwehrlinie gegen
potenziell gefahrliche Einflusse aus der Umwelt. In der Literatur der letzten
Jahre wurde gezeigt, dass die epidermalen Keratinozyten nicht nur
mechanische Stabilitat bieten und eine Barrierefunktion Gibernehmen, sondern
auch eine wichtige Rolle bei der Immunantwort und der Regulation von
Entziindungsvorgéngen in der Haut spielen koénnen (Carroll et al., 1995; Cook
et al., 1997; Pasparakis et al., 2002; Sano et al., 2005). Obwohl es bekannt ist,
dass Keratinozyten pro- inflammatorische Mediatoren sezernieren kdnnen,
sind die Mechanismen, die zur Ausschittung dieser Stoffe fiihren, kaum
erforscht. In Pasparakis et al., 2002 wurde gezeigt, dass die selektive Deletion
von IKK2 in epidermalen Keratinozyten eine starke entziindliche Reaktion in
der Haut bewirkt. Dabei zeigt der entzindliche Phanotyp der K14-
Cre/IKK2F und K14-Cre-ER™/IKK2FYF- Mause alle wichtigen histologischen
Besonderheiten der Psoriasis des Menschen. Die Diagnose der Psoriasis wird

in der Praxis durch eine bestimmte Konstellation rein deskriptiver
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makroskopischer und histopathologischer Kriterien gestellt (wie in Abschnitt
1.1.2 beschrieben). Daneben wurde in den letzten Jahren uber einige
funktionelle Parameter im Zusammenhang mit Psoriasis berichtet, die
allerdings keine absolute Spezifitat fur dieses Krankheitsbild aufweisen. Dies
sind die Aktivierung von STAT3 und ERK 1/2, die regelmaRig in psoriatischer
Epidermis, jedoch nicht in gesunder Epidermis gefunden werden (Haase et al.,
2001; Sano et al., 2005). Eine Aktivierung von ERK1/2 findet sich offenbar bei
zahlreichen hyperproliferativen Zustdnden der Epidermis und ist damit eher
ein Parameter fur Hyperproliferation der Keratinozyten. Solche Zustande sind
neben der Psoriasis die Wundheilung (Haase et al., 2001; Tscharntke et al.,
unpublizierte Daten), Plattenepithelkarzinome der Haut (Albanell et al., 2001)
und die paraneoplastische Hyperproliferation epidermaler Keratinozyten
(Akanthosis nigricans maligna) (Haase et al., 2002). Obwohl die Aktivierung
von STAT3 in epidermalen Keratinozyten eine hohere Spezifitat fur Psoriasis
zu haben scheint, da sie in anderen entzundlich- hyperproliferativen
Hauterkrankungen nicht gefunden wurde (Sano et al., 2005), ist auch hier kein
absolut spezifischer Zusammenhang gegeben, da auch in der Wundheilung
eine starke STAT3- Aktivierung vorliegt (Tscharntke et al., J. Cell. Sci. (in
press)).

4.2 Pathogene Rolle der Immunzellen und Zytokine be i der
psoriasis-ahnlichen  Hauterkrankung in K14-Cre/IKK2 — FYF-

Mause

4.2.1 Die Rolle der T-Lymphozyten in der Pathogenes e der Psoriasis und
in den psoriasis-ahnlichen Hautmodellen

Frihere Studien haben gezeigt, dass gezielte Mutationen in der epidermalen
Schicht der Haut zur Ausbildung eines Psoriasis- ahnlichen Phéanotyps fuhren
kénnen (Carroll et al., 1995; Cook et al., 1997; Cook et al., 2004; Sano et al.,
2005; Zenz et al, 2005). Die dabei wirksamen pathogenetischen
Mechanismen sind jedoch bis heute nicht aufgeklart. Der Phanotyp der K14-
Cre/IKK2FF- Mause ist abhangig von Immunzellen mit pro-inflammatorischer

Aktivitat; dies ist auch fur den psoriatischen Phanotyp beim Menschen belegt
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(Demidem et al., 1991). Allerdings sind bei den oben angegebenen
Mausmodellen die genetisch veranderten Keratinozyten, und nicht die
eindringenden Immunzellen, die den Phanotyp auslosende Zellpopulation.
Offenbar kommt es durch eine Fehlregulation in den Keratinozyten zu einem
verstarkten Einwandern von Makrophagen, Granulozyten, T-Zellen und
Mastzellen in die Dermis.

Um die Rolle der T-Lymphozyten ndher zu analysieren, wurden T-Zell
Rezeptor-a (TCRa) defiziente Mause mit K14-Cre/IKK2™F- Mausen gekreuzt.
Die daraus entstandenen Mause mit dem Genotyp K14-Cre/IKK2™F-TCRa™
bilden keine reifen a3 T-Zellen aus (Mombaerts et al., 1992). Bemerkenswert
ist, dass die K14-Cre/IKK2™"F/TCRa™ Mause auch ohne of T-Lymphozyten
den gleichen Phanotyp wie die K14-Cre/IKK2™F- Mause entwickeln und nach
wie vor alle Kriterien einer Psoriasis-ahnlichen Hauterkrankung aufweisen.
Damit sind aof T-Lymphozyten entbehrlich fiur die Entzindung und
Hyperproliferation in der Haut von K14-Cre/IKK2™F Mausen (Pasparakis et
al., 2002). Dies steht im Widerspruch zu gegenwartigen Auffassungen uber
die Immunpathogenese der Psoriasis. Hier wird den T-Lymphozyten eine
wichtige pathogenetische Rolle zugeschrieben (Robert et al., 1999; Nickoloff
et al., 2000; Schon et al., 2005). Es gibt Mausmodelle die diesen Eindruck
unterstitzen. Im K5.STAT3 Mausmodell wird in den epidermalen
Keratinozyten aktiviertes STAT3 konstitutiv exprimiert. Nach einer Injektion
von aktivierten T-Zellen in die Dermis der K5.STAT3 Mause konnte ein
psoriatischer Hautph&notyp ausgeldst werden (Sano et al., 2005). Hierbei wird
aber die Untersuchung von anderen Immunzellpopulationen, die auch zum
psoriatischen Hautphanotyp beitragen konnten, vernachlassigt. Es bleibt
daher unklar, ob T-Zellen der alleinige Grund fir den Phanotyp in K5.STATS3-
Mausen sind. Beim zuletzt beschriebenen psoriasis-&hnlichen Hautphanotyp
von Mausen mit einer induzierten hautspezifischen Deletion von JunB/c-Jun
(Zenz et al., 2005) werden T-Zellen nicht als Grund oder essenzieller
Bestandteil der Pathogenese gesehen, sondern lediglich als Verstarker der
Entziindungsvorgénge in der Haut.

Die Unklarheit Uber die pathogenetischen Mechanismen der Psoriasis beim
Menschen fihrt dazu, dass die Entitat Psoriasis weiterhin Uberwiegend durch

klinische und histologische Kriterien definiert wird. Die direkte Anwendung von
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Ergebnissen aus Studien in Mausmodellen auf das Krankheitsbild beim
Menschen ist problematisch, da es Unterschiede in der Anatomie der murinen
Haut im Vergleich zur humanen Haut gibt und die in genetischen Modellen
erlangten Ergebnisse mit den gegenwartig vorhandenen Methoden nur
bedingt am Menschen reproduziert werden kdénnen. Allerdings bilden solche
Daten eine Grundlage fur die Diskussion uber die Pathogenese der Psoriasis
und die Rolle einzelner Immunzellen darin (Nickoloff et al., 2000, Haase et al.,
2004).

4.2.2 Die Rolle der Hautmakrophagen in der von Kera tinozyten
ausgelosten Psoriasis-ahnlichen Entziindung in K14-C  re/IKK2 ™
Mausen

Nachdem gezeigt wurde, dass ap T-Lymphozyten im K14-Cre/IKK2™™
Mausmodell nicht kausal an der Entstehung des Phéanotyps beteiligt sind
(Pasparakis et al., 2002), wurden weitere Immunzellpopulationen auf ihre
mdogliche pathogenetische Bedeutung hin untersucht. Da es in den K14-
Cre/IKK2™F- Mausen zu einer massiven Einwanderung von Makrophagen in
die Dermis kommt, wurde diese Population zunachst weiter untersucht. Sie
besteht aus Makrophagen, die die klassischen Aktivierungsmarker (CD14,
CD11b, CD16/32) exprimieren und somit zu den klassisch aktivierten
Makrophagen gehoren. Die Zellen zeigen auch eine Expression von CD206.
In klassisch aktivierten Makrophagen wird CD206 nur reduziert exprimiert
(Ezekowitz et al., 1984). Der Mannoserezeptor CD206 ist vor allem ein
Kennzeichen/Marker fur unreife dendritische Zellen. Es wurde gezeigt, dass
unter entzindlichen Bedingungen in der Haut wie z.B. bei der Psoriasis, auch
dendritische epidermale Zellen jedoch nicht Langerhanszellen, CD206
exprimieren (Wollenberg et al., 2002). Das konnte ein Hinweis darauf sein,
dass in den Cre-K14/IKK2™F- Mausen eine alternativ aktivierte Population von
Makrophagen zu dendritischen Zellen reift und in der Dermis akkumuliert.
Frihere Studien in humaner psoriatischer Haut beschreiben, dass ein Teil der
Hautmakrophagen an die Junktionszone von Dermis/Epidermis migriert und
dort moéglicherweise mit den epidermalen Keratinozyten kommuniziert. Diese
Subpopulation wird auch als ,epithelium-lining macrophages* bezeichnet
(Weber-Matthiesen et al., 1990; van den Oord et al., 1994). In der Haut von
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K14-Cre/IKK2™“F- Mausen kann ein ahnliches Phanomen beobachtet werden:
Spindelférmige Makrophagen akkumulieren direkt an der epidermalen
Basalmembran. Diese Zellen zeigen eine positive CD83-Farbung. CD83 ist ein
Adhasionsrezeptor auf der Oberflache von myeloiden dendritischen Zellen, die
aus Monozyten/Makrophagen entstanden sind, der aber bereits in diesen
synthetisiert wird und hier zytoplasmatisch vorliegt (Cao et al., 2005). CD83-
positive Zellen wurden auch in der oberen Dermis von psoriatischen
Hautlasionen beschrieben (Koga et al., 2002) und es wurde gezeigt, dass es
eine starke Korrelation zwischen der Anzahl dieser Zellen und der Schwere
der Erkrankung in mit Efalizumab behandelter psoriatischer Haut gab (Lowes
et al., 2005). Die starke Expression von CD83 an der Junktionszone von
Dermis/Epidermis in K14-Cre/IKK2™F- Mausen konnte ein Hinweis darauf
sein, dass Faktoren vorhanden sind, die eine  verstarkte
Makrophagendifferenzierung zu dendritischen Zellen bewirken.
Interessanterweise waren in den K14-Cre/IKK2™F- Mausen nur wenige dieser
Zellen gleichzeitig positiv fir CD80, ein co-stimulatorisches Molekdl fur den
CD28-Liganden der T-Lymphozyten. Das bedeutet mdglicherweise in
Ubereinstimmung mit der nicht- essentiellen Rolle von T-Lymphozyten, dass
es trotz der hohen Dichte der Makrophagen und dendritischen Zellen in der

Dermis zu einer verhaltnismalig schwachen Stimulation der T-Zellen kommit.

Die Depletion der Makrophagen mit Clodronat-Liposomen in der Dermis von
K14-Cre/IKK2™“F-  Mausen bewirkt eine deutliche Abschwachung des
psoriasis-ahnlichen Phanotyps. Die Phosphorylierung von STATS3 ist in den
mit Clodronat-Liposomen behandelten Mausen ahnlich wie in Wildtypmausen.
Das bedeutet, dass die Makrophagen essentiell sind, um den psoriasis-
ahnlichen Phanotyp in K14-Cre/IKK2™™ Mausen auszulésen und/oder zu
unterhalten. Es ware moglich, dass die Depletion der Makrophagen in der
Haut einen Zellpool eliminiert, der normalerweise eine Quelle fir hoch
differenzierte Effektorzellen wie CD83-positive dendritische Zellen ist. Es ist
nur sehr wenig tber die funktionelle Rolle von Makrophagen in der Initiation
und Aufrechterhaltung von entzindlichen Hautreaktionen bekannt. Auch in
anderen Untersuchungen wird Makrophagen eine pathogene Rolle bei

entzindlichen Hautveranderungen zugesprochen, wie in einer Arbeit Uber
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irritative Dermatitis (Thepen et al., 2000) oder bei dem T-Zell abhé&ngigen
Psoriasis-Maus-Modell in der Arbeit von Wang et al.,, 2006. Beim CD18
hypomorphen Mausmodell von Wang et al. 2006 wird beschrieben, dass es
neben der verstarkten T-Zell-Aktivitat in den L&sionen auch zu einer
signifikanten Erhéhung der Anzahl von Makrophagen in der Haut kommt. Die
Depletion der Makrophagen in diesen Tieren fuhrt zu einer deutlichen
Abschwachung des Phanotyps und zu einer signifikanten Verminderung der
CD4" T-Zellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Makrophagen
bei der Entziindungsreaktion der Haut und in der Pathogenese der Psoriasis
einen hoheren Stellenwert haben als bisher angenommen. Die Tatsache, dass
eine gezielte Mutation in epidermalen Keratinozyten eine Makrophagen-
abhangige entzindliche Hautreaktion auslost, die unabhéngig von aff T-
Zellen ist, zeigt, dass die Antigenprasentation nicht die einzige Funktion der

Makrophagen in entztindlicher Haut ist.

4.2.3 Einfluss der Granulozyten auf den psoriasis-4& hnlichen Phanotyp
der K14-Cre/IKK2 ™F- Mause

Die Migration von Granulozyten in die Haut und die Bildung von
Mikroabszessen sind charakteristische Merkmale der Psoriasis. In
Makrophagen-depletierter Haut von K14-Cre/IKK2™“ - Mausen war, im
Gegensatz zum urspringlich beschriebenen Phanotyp, keine Akkumulation
von Granulozyten feststellbar. Es ist belegt, dass Clodronat-Liposomen nicht
von nicht-phagozytierenden Zellen (Claassen et al., 1990) oder Granulozyten
(Qian et al., 1994) aufgenommen werden konnen. Das heil3t, dass das Fehlen
der Granulozyten in der Dermis von K14-Cre/IKK2™ - Mausen nicht auf eine
Depletion durch Clodronat-Liposomen zurickgefihrt werden kann. Das
Einwandern der Granulozyten in die Dermis der K14-Cre/IKK2™F- Mause ist

somit direkt oder indirekt durch Makrophagen vermittelt.

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Abschwéachung des entziindlichen
Phanotyps tatsachlich eine direkte Konsequenz der Makrophagen-Depletion
ist oder sekundar eine Folge der verhinderten Einwanderung von
Granulozyten, wurden die K14-Cre/IKK2™ ™ Mause mit CD18 defizienten
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Mausen gekreuzt (K14-Cre/IKK2™-F/CD187). Die Abwesenheit der
Granulozyten in der Haut von K14-Cre/IKK2™F-/CD18" Mausen fiihrte nicht
zu einer deutlichen Verbesserung der psoriasis-ahnlichen Hauterkrankung.
Das erscheint Uberraschend, wenn man die grof3e Anzahl der Granulozyten in
der Dermis der erkrankten Haut von K14-Cre/IKK2™“F- Mausen beriicksichtigt.
Bisherige Beobachtungen am fsn/fsn Mausmodell (flaky skin mouse) zeigen,
dass eine Antikorper-vermittelte Depletion von Granulozyten zu einer
Reduktion des hyperproliferativen Hautphanotyps fuhrt (Schon et al., 2000).
Allerdings kann die Elimination der Granulozyten aus der Haut dieser Tiere die
Erkrankung nicht komplett unterdricken. Das konnte bedeuten, dass die
treibende Kraft des pathogenen Prozesses unabhéngig von der Prasenz der
Granulozyten in der Haut ist. In Verbindung mit den Ergebnissen dieser Arbeit
scheint daher eine Inhibierung der Granulozyten-Migration in die Dermis kein
viel versprechender therapeutischer Ansatz zu sein, um Psoriasis zu

behandeln.

4.2.4 Die Bedeutung der Zytokine TNF und IFN- vy fur die Entwicklung des
psoriasis-ahnlichen Phanotyps in K14-Cre/IKK2 ™ Mausen

TNF und IFN-y sind die zwei wichtigsten Mediatoren fir die klassische
Aktivierung von Makrophagen (Mosser, 2003). Mit der Affymetrix- Chipanalyse
konnten mehrere IFN-y regulierte Proteine identifiziert werden, deren erh6hte
Expression im Vergleich zu normaler Maushaut bereits friih in der Entwicklung
des Phanotyps vorhanden war und mit zunehmender Schwere des Phanotyps
weiter anstieg. Die Deletion des IFN-y Rezeptors in den K14-Cre/IKK2™/
Mausen zeigt jedoch, dass IFN-y scheinbar keinen Einful3 auf den Phanotyp
hat. Der Phanotyp der K14-Cre/IKK2F"FYIFN-yR” Mause gleicht in Verlauf
und der Erscheinungsform dem Phanotyp der K14-Cre/IKK2™F- Mause. Er
entwickelt sich jedoch bei den K14-Cre/IKK2™“F/IFN-yR” Mausen etwas
verzogert. Das bedeutet, dass die Anwesenheit von IFN-y fur die Ausbildung
des Phanotyps nicht notwendig ist, aber dessen Verlauf beschleunigt. Viele
Zelltypen synthetisieren IFN-y nur im aktivierten Zustand (Young, 1996;
Tominaga et. al., 2000; Gattoni et al., 2006). IFN-y wiederum aktiviert T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen und vor allem Makrophagen
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(Mosser, 2003; Gattoni et al., 2006). Das konnte bedeuten, dass die erhdhte
Expression von IFN-y in den K14-Cre/IKK2™ ™ Mausen durch vorhandene
Entzindungsprozesse zusatzlich ausgelost wird und die Immunantwort nur

verstarkt.

Dagegen wurde in dieser Arbeit und in Pasparakis et al., 2002 gezeigt, dass
TNF- vermittelte Signale essentiell fir die Entstehung des entzindlichen
Hautphanotyps sind. Auch die Ergebnisse in van Hogerlinden et al.,, 1999
zeigen die besondere Stellung von TNF in entziindlicher Haut. Es wurden
transgene Tiere verwendet, die einen Super-Repressor von IkBa unter der
Kontrolle eines K5-Promoters exprimieren. Die Expression des Super-
Repressors fuhrt zu einer selektiven Hemmung des NF-kB/Rel Signals in der
Epidermis. Dies filhrt zu einer gestorten epidermalen Homoostase, einer
erhdhten Zahl von apoptotischen Keratinozyten, sowie zur spontanen Bildung
von Karzinomen (van Hogerlinden et al., 1999). Durch das Einkreuzen der K5-
IkBa-Maus in  den Tnfr-I” Hintergrund (K5-IkBa/Tnfr-I") wurde die
inflammatorische Reaktion und die Tumorentstehung geblockt. Hinsichtlich der
Rolle von TNF fur die Makrophagen-Aktivierung ist es interessant, dass es in
K5-IkBa/Tnfr-I”  Mausen nicht méglich ist, den inflammatorischen
hyperproliferativen Phanotyp durch die selektive Transplantation von
Immunzellen aus Tnfr-1 positiven Knochenmarkszellen im Tnfr-negativen
Hintergrund zu rekonstituieren (Lind et al., 2004). Das bedeutet in diesem
Zusammenhang, dass nicht aus dem Knochenmark stammende Zellen fir den
Empfang der fur den Phénotyp relevanten Tnfr-I vermittelten Signale
verantwortlich sind, sondern andere Hautzellen Tnfr-I vermittelte Signale
aufnehmen, die ihrerseits Signalmechanismen in Gang setzen, die zu einer

psoriasis-ahnlichen Hauterkrankung fihren.

Die Resultate dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Aktivierung der
Hautmakrophagen in K14-Cre/IKK2™F- Mausen nicht nur auf den klassischen
Mechanismen der Makrophagen-Stimulation durch TNF-a und IFN-y basiert.
Die Haut von K14-Cre/IKK2™ - Mausen enthalt, wie die humane psoriatische
Haut, Makrophagen, die klassische und alternative Aktivierungsmarker

exprimieren. Interessanterweise ist aber TNF, wie bei der humanen Psoriasis
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oder dem CD18-hypomorphen Mausmodell (Wang et al., 2006), wichtig fir die
Entwicklung der psoriasis-ahnlichen Hauterkrankung. Dafur sprechen auch die
Hauttransplantations-Experimente  mit  Hauttransplantaten aus  TNF-
defizienten Mausen mit einer Deletion von RelA/c-Rel auf Rag”™ Mause. So
wie das Fehlen des TNF-a Rezeptors in den K14-Cre/IKK2™FY/TNFRI™
Mausen die Ausbildung der psoriasis-ahnlichen Hauterkrankung und den
damit verbundenen Tod der Tiere verhindert, ist die Deletion von RelA/c-Rel
im TNFa- defizienten Hintergrund (rela” c-rel”” tnfa™) im embryonalen Stadium
nicht mehr letal. Hauttransplantate der rela” c-rel” tnfa” Mause auf Rag”
Mause entwickeln einen hyperproliferativen inflammatorischen Ph&notyp mit
Hyper- und Parakeratose, obwohl kein von Keratinozyten gebildetes TNF-a
vorhanden ist (Gugasyan et al., 2004). Rag” Mause bilden keine reifen T- und
B-Lymphozyten aus. Makrophagen dagegen kénnen weiterhin in die Dermis
eindringen und kodnnten womobglich pathogenes TNF-a bilden, das den
Phénotyp auf den Hauttransplantaten auslost.

So ist es auch wahrscheinlich, dass Makrophagen, die bereits friher als
Hauptquelle von TNF in der Haut identifiziert wurden (Piguet, 1993),
pathogenes TNF in den K14-Cre/IKK2™F- Mausen produzieren. In diesem
Zusammenhang ist es interessant, dass ein Antikorper gegen die p40
Untereinheit von IL-12, die eine gemeinsame Untereinheit mit 1L-23 bildet,
eine Verbesserung der Psoriasis bewirkt, wenn er systemisch verabreicht wird
(Kauffman et al., 2004). IL-12 wird von Makrophagen produziert und kann die
autokrine IFN-y Produktion stimulieren (Munder et al., 1998). Das fuhrt zu
einer verstarkten klassischen Aktivierung von Makrophagen. Uber IL-23 ist
bekannt, dass es von Keratinozyten in psoriatischen Lasionen produziert wird
(Lee et al., 2004; Piskin et al., 2006) und direkt Makrophagen aktivieren kann
(Alber et al., 2006). Die Behandlung mit IL-11 oder IL-4 fuhrt ebenfalls zu einer
Verbesserung der psoriatischen Hauterkrankung (Trepicchio et al., 1999;
Ghoreschi et al., 2003). IL-11 und IL-4 inhibieren beide die TNF-Produktion in
aktivierten Makrophagen (Trepicchio et al., 1998; Hart et al., 1991). Diese
Ergebnisse untermauern eine mogliche pathogenetische Bedeutung von
Makrophagen in der Psoriasis.
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4.2.5 Kommunikation zwischen Keratinozyten und Immu nzellen in dem
psoriasis-ahnlichen Phanotyp der K14-Cre/lIkk2 F- und K14-Cre-
ER™/IKK2™F- Mause

Es ist moglich, dass es einen direkten Austausch von Informationen zwischen
epidermalen Keratinozyten und Hautmakrophagen in K14-Cre/IKK2/F-
Mausen gibt. Eine zuklnftige Aufgabe ist, die Mechanismen dieser
Kommunikation zu identifizieren. Geht man von dieser Annahme aus, kénnte
ein Grund fiir den psoriasis-dhnlichen Hautphanotyp der K14-Cre/IKK2F-/F-
und K14-Cre-ER™/IKK2“F- Mause eine gestérte Kommunikation zwischen

Keratinozyten und Makrophagen sein.

Keratinozyten bilden einen wichtigen Bestandteil der Hautbarriere. In den
letzten Jahren verdichteten sich die Hinweise, dass sie auch an
immunologischen  Abwehrfunktionen  beteiligt sind. Diese werden
beispielsweise durch die Ausschittung von IL-1 als pro-inflammatorisches
Zytokin gesteuert (Kupper, 1988; Baggiolini et al., 1989; Larsen et al., 1989).
IL-1 aktiviert dann in der Folge pro- inflammatorische Zellen wie Makrophagen
(Baggiolini et al., 1989; Larsen et al., 1989). TNF-a, das von IL-1 stimulierten
Keratinozyten und Makrophagen freigesetzt wird, steigert die Immunantwort,
indem es z.B. weitere Makrophagen aktiviert (Balkwill, 1989; Mosser, 2003)
oder die MHC-Expression und die Antigenprasentation gegenuber
Lymphozyten erhoht (Fiero et al., 1987). Ebenfalls werden durch TNF-a
Adhéasionsmolekile auf den Endothelzellen induziert, die das Einwandern von
Immunzellen in die Dermis bewirken (Dustin et al., 1986; Prober et al., 1986;
Bevilacqua et al., 1989). Die Zytokine IL-1la, IL-18 und TNF-a besitzen
deshalb bei der Immunantwort der Haut eine besondere Stellung. Sie besitzen
die Fahigkeit, die Produktion vieler sekundarer Zytokine zu induzieren, die
eine chemotaktische und Leukozyten-aktivierende Wirkung aufweisen und
einen direkten Effekt auf die Expression von Endothelzell-Adhasionsmolekilen
haben (Kupper, 1990). Es ist bekannt, dass die Gene von IL-1q, IL-18 und
TNF-a von NF-kB reguliert werden (Kumar et al., 2004). Es ist deshalb
vorstellbar, dass die Deletion von IKK2 in epidermalen Keratinozyten und die
damit verbundene Hemmung des NFkB Signaltransduktionsweges zu einer

vermehrten bzw. andauernden Ausschuttung entziindungsfordernder Zytokine
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wie IL-1 und TNF-a fihrt. Das konnte eine unkontrollierte Migration und
Akkumulation der Makrophagen in die Dermis bewirken. Die in der Dermis
akkumulierenden Makrophagen wirden fortlaufend pathogenes TNF-a
produzieren, das weitere Makrophagen in die Dermis migrieren lasst und die
Entzindung immer weiter verstarkt. In Einklang mit diesem Szenario steht die
Tatsache, dass die IKK2- defizienten epidermalen Keratinozyten als Quelle
einer gesteigerten IL-1B Produktion in den K14-Cre/IKK2™™ Mausen
ausgemacht werden konnten (Pasparakis et al., 2002).

Die Frage, warum TNF-a bei der Entstehung des Phanotyps ein
entscheidender  Faktor ist, konnte durch die TNF-a-induzierten
Adhasionsmolekile auf den Endothelzellen beantwortet werden. TNF-a
induziert neben IL-1 die Adhé&sionsmolekile E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1
(Collins et al.,, 1995). Es wurde gezeigt, dass eine Adiponektin-vermittelte
Hemmung der TNF-a induzierten Expression von  zellularen
Adhasionsmolekiilen wie E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 eine Bindung von
Monozyten an die Endotheloberflache verhindert (Ouchi et al., 1999).

Die TNF-a Rezeptor-Defizienz oder die Neutralisation von TNF mit
huTNFR:Fc hatten &hnliche Wirkungen auf die TNF-a induzierte Expression
der Adhasionsmolekile  E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1. Das
wiirde erklaren, warum TNF-a defiziente K14-Cre/IKK2™/F-  Mause
(K14-Cre/IKK2FYFYTNFR-17) den Phanotyp nicht entwickeln und die Anti-TNF
(huTNFR:Fc) behandelten  K14-Cre/IKK2™F-  Tiere eine deutliche
Abschwachung des Phanotyps zeigen. Bei den K14-Cre/IKK2™FYTNFR-I7
oder huTNFR:Fc behandelten K14-Cre/IKK2™ " Tieren wiirden fur die
Monozyten zu wenige oder keine Adhasionsmolekiile bereit stehen, um an die
Endotheloberflache zu binden. Die Monozyten kdénnen das Endothel nicht
Uberqueren, um sich in der Dermis zu Hautmakrophagen auszubilden. Die
unkontrollierte Migration und Akkumulation der Makrophagen in der Dermis
wirde dadurch unterbunden werden und damit auch die Ausbildung des

Phanotyps.

Die Frage, ob die Akkumulation der Makrophagen in der Dermis eine direkte
Konsequenz der veranderten Signaltransduktion in epidermalen Keratinozyten

ist, oder durch andere residente Hautzellen vermittelt wird, bleibt vorerst
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unklar. Residierende Hautzellen, wie z.B. Fibroblasten und Endothelzellen
kénnten von Keratinozyten ausgehende Signale empfangen und diese an die
Makrophagen direkt oder Uber eine weitere Zellpopulation weiterleiten. Alle
Hautzellen exprimieren den TNF-1 Rezeptor, was ihnen erlaubt, TNF-
vermittelte Signale von Nachbarzellen oder aus verschiedenen Hautregionen
zu empfangen. Sie konnten so an entzundlichen Hautverdnderungen beteiligt
sein. Speziell fir die Psoriasis gibt es Hinweise auf mehrere verschiedene
Zelltypen, die normal in der Haut vorkommen und pathogen relevant sein
kénnten: Keratinozyten (Carroll et al., 1995; Cook et al., 1997), Fibroblasten
(Dimon-Gadal et al., 2000; Miura et al., 2000), aus Monozyten entstandene
Immunozyten (Krueger et al, 1978; Wrone-Smith et al.,1996), T-Zellen (Schén
et al.,, 1997, Boyman et al., 2004) und Mastzellen (Schubert et al., 1985;
Toruniowa et al., 1988;). Es ist daher méglich, dass Psoriasis das Ergebnis
unterschiedlich aktivierter Mechanismen der Wirtsabwehr und Hautreparatur
ist und die Pathogenese nicht nur auf einem einzigen Zelltyp beruht, sondern
mehrere unterschiedliche Zellpopulationen einbezieht, wie z.B. T-
Lymphozyten und Makrophagen. Dies ware auch eine mégliche Erklarung fur
die grofien interindividuellen Unterschiede von Psoriasis-Patienten im
Ansprechen auf eine bestimmte Therapie. Bis heute gibt es kein einzelnes
Medikament, das bei allen Psoriasis-Patienten zu einer bedeutsamen
Verbesserung der Krankheitssymptome fuhrt. In diesem Kontext erscheint es
interessant, dass die gegen spezifische Immunzellpopulationen gerichteten
Therapien (z.B. anti CD45, anti CD4) viel weniger effektiv sind als TNF-
neutralisierende Behandlungsstrategien (z.B. Infliximab, Adalimumab) (Kleyn
et al., 2006; Pitarch et al., 2007).

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse zeigen die Mdglichkeit auf, dass
die Psoriasis nicht ausschlieBlich T-Zell-vermittelt sein muss. Bei den
Untersuchungen zur Pathogenese der Psoriasis ist es notig, auch andere
Zellen wie Makrophagen in Betracht zu ziehen. Im K14-Cre/IKK2F/F-
Mausmodell sind Makrophagen und TNF-a entscheidende Faktoren, die zum
Psoriasis-dhnlichen Hautphanotyp fihren. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Rolle der Makrophagen in der Pathogenese der entzindlichen

Hauterkrankung Uber die Funktion antigenprasentierender Zellen hinausgeht.
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Sie scheinen eine komplexere Rolle in der Immunabwehr einzunehmen als

bisher angenommen.
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5 Zusammenfassung-Abstract

5.1 Zusammenfassung

Bei Mausen mit einer epidermis-spezifischen Deletion von | kappa B kinase 2
(IKK2) (K14-Cre/IKK2F“FY)  konnte gezeigt werden, dass epidermale
Keratinozyten eine dominante Rolle in der Initiation einer psoriasis-ahnlichen
entzindlichen Hautreaktion spielen kénnen. Um Langzeitfolgen einer IKK2-
Deletion in der adulten Maushaut untersuchen zu kénnen, wurden Mause mit
einer Tamoxifen-induzierbaren Cre- Rekombinase unter der Kontrolle eines
humanen Keratin 14 Promotors (K14-Cre-ER™/IKK2™™) geziichtet. Die K14-
Cre-ER"?/IKK2™™ Mause werden normal geboren und zeigen keine Anzeichen
einer Hauterkrankung bis zu einem Alter von 6 Monaten. Ausgelost wird die
Deletion von IKK2 durch die Behandlung mit Tamoxifen auf der Riickenhaut oder
durch spontane Deletion, also ohne Tamoxifen-Behandlung, bei Mausen die alter
waren als 6 Monate. Diese Deletion |6st dramatische lokale Hautveranderungen
aus, die mit einer Migration von Entztundungszellen in die Dermis einhergehen.
Die Haut zeigt zerstorte Haarfolikel, eine pseudokarzinomatése Hyperplasie der
Epidermis, aber keine Tumor-Formationen. Das hyperplastische Epithel zeigt
eine verstarkte Phosphorylierung von signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) und extracellular signal-regulated protein kinase 1/2
(ERK1/2), ahnlich wie in psoriatischer Epidermis. Damit besteht eine direkte
Korrelation zwischen epidermis- spezifischer Deletion von IKK2 und dem
Psoriasis- &hnlichen Hautphanotyp. Wie bei der Psoriasis, zeigt die entzindliche
Hauterkrankung der K14-Cre/IKK2™F- Mause nach Behandlung mit einem TNF-
neutralisierenden Agens eine starke Verbesserung. Um die pathogenetische
Relevanz einzelner Immunzellpopulationen fiir die Entwicklung des Phanotyps zu
erforschen, wurden selektiv Makrophagen und Granulozyten aus der Haut der
K14-Cre/IKK2™F- Mause eliminiert. Die Elimination der Hautmakrophagen durch
subkutane Injektion von Clodronat-Liposomen bewirkt eine Hemmung der
Granulozyten-Migration in die Haut und fuhrt zu einer starken Abschwéchung der

psoriasis-ahnlichen Hautveranderungen. Die hyperproliferative, entztndliche
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Hauterkrankung in den K14Cre/IKK2™“F- Mausen ist eine direkte Folge der
Makrophagen- Depletion in der Haut, da die Deletion von CD18, die die Migration
der Granulozyten, aber nicht die der Makrophagen in die Haut verhindert, zu
keinen bedeutenden Veranderungen im Phanotyp fihrt. Die Deletion des
Rezeptors fur IFN-y zeigt, dass die Pathogenese der Hauterkrankung nicht von
der klassischen IFN-y vermittelten Makrophagen-Aktivierung abhangig ist. Die
gewonnenen Ergebnisse demonstrieren, dass epidermale Keratinozyten in
Mausen hyperproliferative, entztndliche, IFN-y-unabhangige Psoriasis-ahnliche
Hauterkrankungen auslésen konnen und die Prdsenz von Hautmakrophagen,
jedoch nicht von Granulozyten oder a8 T- Lymphozyten, fur die Entwicklung des

Phé&notyps essentiell ist.
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5.2 Abstract

Using mice with an epidermis specific deletion of | kappa B kinase 2 (IKK2)
alleles (K14-Cre/IKK2™F1), it was previously shown that epidermal keratinocytes
can play a dominant role in the initiation of a psoriasis-like inflammatory skin
reaction. In order to investigate long-term consequences of IKK2 deletion in adult
skin, mice with floxed IKK2 alleles were generated in which expression of a
Tamoxifen-inducible Cre recombinase construct is targeted to epidermal
keratinocytes (K14-Cre-ER™/IKK2™ ™ mice). K14-Cre-ER™/IKK2™™ mice are
born normally and do not show signs of a skin disease until the age of 6 months.
Deletion of IKK2 can be observed after Tamoxifen application to the back skin or
spontaneously, without Tamoxifen application, in mice older than 6 months. This
deletion is accompanied by dramatic, localized skin changes that are
characterized by invasion of inflammatory cells, hair follicle disruption and
pseudoepitheliomatous hyperplasia of the epidermis, but not by tumor formation.
The hyperplastic epithelium shows increased phosphorylation of signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3) and extracellular signal-
regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2), typical features of psoriatic epidermis.
These experiments show that there is a direct correlation between the epidermis
specific deletion of IKK2 and the psoriasis like skin disease. Like psoriasis, the
skin disease of K14-Cre/IKK2™ - mice shows pronounced improvement when
mice are treated with a TNF-neutralizing agent. It was found previously that this
phenotype does not depend on the presence of a T lymphocytes. In order to
evaluate contributions of other immune cell populations to the skin disease,
macrophages and granulocytes were selectively eliminated from the skin of mice
with epidermis-specific deletion of IKK2 (K14-Cre/IKK2™“F1). Elimination of skin
macrophages by subcutaneous injection of clodronate liposomes was
accompanied by inhibition of granulocyte migration into the skin and resulted in a

dramatic attenuation of psoriasis-like skin changes. The hyperproliferative,
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2FLFL mice was a direct consequence of

inflammatory skin disease in K14-Cre/IKK
the presence of macrophages in the skin, as targeted deletion of CD18 (K14-
Cre/IKK2™F-/cD18™), which prevented accumulation of granulocytes but not
macrophages, did not lead to major changes in the phenotype. Targeted deletion
of the receptor for IFN-y revealed that the pathogenesis of the skin disease does
not depend on classical IFN-y—mediated macrophage activation. The results
demonstrate that in mice epidermal keratinocytes can initiate a hyperproliferative,
inflammatory, IFN-y—independent psoriasis-like skin disease whose development
requires essential contributions from skin macrophages but not from granulocytes

or a T lymphocytes.
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