Aus der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie

der Medizinischen Fakultit der Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

Das Renin-Angiotensin-System
in menschlicher Haut

vorgelegt der Medizinischen Fakultét der Charité — Universititsmedizin Berlin

von
Tanja Wollschldger

aus Berlin



Gutachter:

1. Prof. Dr. med. B. M. Henz

2. Priv.-Doz. Dr. med. B. Hermes

3. Priv.-Doz. Dr. med. M. Bohm
Einreichungsdatum: 29.September 2005

Datum der Promotion: 7. April 2006

Seite 2



Seite 3

Erklarung

,Ich, Tanja Wollschléger, erklére, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit
dem Thema: ,,Das Renin-Angiotensin-System in menschlicher Haut* selbst ver-
fasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt,
ohne die (unzuldssige) Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien

anderer Arbeiten dargestellt habe.*

Datum:  29.September 2005 Unterschrift: Tanja Wollschlager



Inhaltsverzeichnis

Erklarung 3

Inhaltsverzeichnis 4

Abbildungsverzeichnis 6

Tabellenverzeichnis 8

1 Einleitung

1.1 Das Renin-Angiotensin-System

1.1.1 Historisches

1.1.2 Die Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems
1.2 Renin (EC 3.4.23.15)

1.2.1 Renin-Gene

1.3 Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) (EC 3.4.15.1)
1.3.1 ACE-Gene

1.3.2 Proteinstruktur des ACE

133 Lokalisation von ACE

1.3.4 ACE?2

1.3.5 Metabolisierung von Angiotensinpeptiden
1.3.6 Angiotensin-Rezeptoren

1.4 Die Haut

1.4.1 Funktionelle Morphologie

1.4.2 Epidermis (Oberhaut)

143 Dermis (Korium, Lederhaut)

1.4.4 Subkutis (Unterhautfettgewebe)

1.5 Kutane Zellen

1.5.1 Keratinozyten

1.5.2 Melanozyten

1.5.3 Dermale Fibroblasten

1.5.4 Mikrovaskuldre Endothelzellen (MVECs)

Seite 4

11

11

12

13

13

17

17

18

18

19

19

20

25

25

27

28

29

29

29

30

30

31



Seite 5

1.6 In dieser Arbeit untersuchte Dermatosen 31
1.6.1 Psoriasis vulgaris 31
1.6.2 Neoplasien 32
1.7 Das Renin-Angiotensin-System in der Haut 33
2 Fragestellung und Zielsetzung 35
3 Material und Methoden 37
3.1 Material 37
3.1.1 Hautbiopsien 41
3.1.2 Antikdrper 41
32 Methoden 43
3.2.1 Zellkulturen 43
322 Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) 45
323 Angiotensin II enzymatisches immunometrisches Assay (EIA) 48
324 Einbettung von Hautbiopsien 52
325 Herstellung von Gefrierschnitten 52
3.2.6 Alkalische Phosphatase — Anti - Alkalische Phosphatase (APAAP) 52
3.2.7 Versuchsablauf 54
328 Stammldsungen 58
3.2.9 Titerbestimmungen 58
4 Auswertung 60
4.1 Nachweis der RAS-Komponenten mittels RT-PCR 60
4.1.1 Angiotensinogen, Renin und Angiotensin-Converting-Enzym 60
4.1.2 Angiotensin-Rezeptoren 62
4.2 Angiotensin II Synthese durch Keratinozyten 62
43 Nachweis der RAS-Komponenten mittels immunhistochemischer Farbungen 65
43.1 Angiotensinogen, Renin und Angiotensin-Converting-Enzym 65
432 Angiotensin-Rezeptoren 69

44 RAS-Komponenten in pathologisch verdnderter Haut 71



Seite 6

441 Psoriasis vulgaris 71
4.5 Tumorerkrankungen der Haut - Basaliom 76
4.5.1 Angiotensinogen 76
452 Renin 77
453 Angiotensin-Converting-Enzym 78
4.6 Tumorerkrankungen der Haut - Spinaliom 80
4.6.1 Angiotensinogen 80
4.6.2 Renin 81
4.6.3 Angiotensin-Converting-Enzym 82
5 Diskussion 83
5.1 Nachweis der RAS-Komponenten 84
52 Angiotensin II Synthese durch Keratinozyten 87
53 Maogliche physiologische Bedeutung des kutanen RAS 88
5.4 Maogliche pathophysiologische Bedeutung des kutanen RAS 88
5.5 Expression der RAS-Komponenten bei Psoriasis vulgaris 89
5.6 Expression der RAS-Komponenten beim Basaliom 91
5.7 Expression der RAS-Komponenten beim Spinaliom 92
6 Zusammenfassung 94
Literaturliste 96

Danksagung 113

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Das Renin Angiotensin System 15

Abbildung 2: Morphologie der Haut aus www.essentialdayspa.com/Skin_Anathomy_and_Physiology.htm,

gezeichnet von dem Kiinstler F. Netter 26
Abbildung 3: Beispiel Plattenformat 51
Abbildung 4: Schematische Darstellung der APAAP Technik 53

Abbildung 5: Schematisches Diagramm der amplifizierten APPAP Technik 54



Seite 7

Abbildung 6: Angiotensinogen mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskulare Endothelzellen) 60

Abbildung 7: Renin mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskuldre Endothelzellen) 61

Abbildung 8: ACE mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskuldre Endothelzellen) 61

Abbildung 9: AT1 mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskuldre Endothelzellen) 62

Abbildung 10: AT2 mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskuldre Endothelzellen) 62

Abbildung 11: Synthese von Ang II in Keratinozyten 64

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes Angiotensinogen; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprisentatives Priparat von insgesamt acht

untersuchten. 65

Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes Angiotensinogen; scale bar 25um. Die Abb. zeigt ein représentatives von insgesamt acht untersuchten

Préparaten. 66

Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes Renin; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprisentatives Préparat von insgesamt acht untersuchten.

S=Schweilidriisen, G=Gefdlwand. 67

Abbildung 15: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikérper gegen

humanes ACE; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprédsentatives Praparat von insgesamt acht untersuchten. 68

Abbildung 16: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem polyklonalen Antikérper gegen den
humanen AT1 Rezeptor; scale bar 20um. Die Abb. zeigt ein reprdsentatives von insgesamt fiinf untersuchten

Préparaten. 69

Abbildung 17: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem polyklonalen Antikorper gegen den
humanen AT2 Rezeptor; scale bar 20um. Die Abb. zeigt ein représentatives Préparat von insgesamt fiinf

untersuchten. G=Geféalwand. 70

Abbildung 18: Immunhistochemische Férbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikorper gegen humanes Angiotensinogen; scale bar 100pm. Die Abb. zeigt ein reprdsentatives von insgesamt

sieben untersuchten Préparaten. P=Papillenspitze. 71

Abbildung 19: Immunhistochemische Férbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikorper gegen humanes Renin; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprisentatives von insgesamt sieben

untersuchten Préparaten. 73



Seite 8

Abbildung 20: Immunhistochemische Férbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen humanes Renin; scale bar 5S0um. Die Abb. zeigt ein représentatives Préparat von insgesamt

sieben untersuchten. 74

Abbildung 21: Immunhistochemische Férbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikorper gegen humanes ACE; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprédsentatives von insgesamt sieben

untersuchten Praparaten. 75

Abbildung 22: Immunhistochemische Férbung eines Basalioms mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes Angiotensinogen; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein repréisentatives von insgesamt elf untersuchten

Préparaten. R=Randbetonung. 76

Abbildung 23: Immunhistochemische Féarbung eines Basalioms mit einem monoklonalen Antikdrper gegen

humanes Renin; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprisentatives Priaparat von insgesamt elf untersuchten. 77

Abbildung 24: Immunhistochemische Férbung eines Basalioms mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes ACE; scale bar 100pum. Die Abb. zeigt ein reprisentatives von insgesamt elf untersuchten Priparaten.

78

Abbildung 25: Immunhistochemische Férbung eines Spinalioms mit einem monoklonalen Antikérper gegen
humanes Angiotensinogen; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein repriasentatives von insgesamt neun untersuchten

Préparaten. 80

Abbildung 26: Immunhistochemische Férbung eines Spinalioms mit einem monoklonalen Antikérper gegen
humanes Renin; scale bar 200um. Die Abb. zeigt ein reprdsentatives von insgesamt neun untersuchten

Préparaten. 81

Abbildung 27: Immunhistochemische Férbung eines Spinalioms mit einem monoklonalen Antikérper gegen
humanes ACE; scale bar 200pm (a) bzw. scale bar 100um (b). Die Abb. zeigen ein reprisentatives von insgesamt

neun untersuchten Préparaten. G=Gefalwand. 82

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Beeinflussung des Plasma-Angiotensinogenspiegels 13
Tabelle 2: Beeinflussung des Plasma-Reninspiegels 17
Tabelle 3: Verteilung der Angiotensin-Rezeptoren beim Menschen 21
Tabelle 4: Herstellernachweis der verwendeten Materialien 37
Tabelle 5: Benutzte Antikdrper und ihre Subklassen, Spezifititen und Hersteller 42
Tabelle 6: Benutzte Primer mit Sequenz, Lénge und Zyklenzahl 46
Tabelle 7: Endverdiinnung der Primédrantikdrper 59

Tabelle 8: Synthese von Ang II in Keratinozyten; angegeben sind jeweils drei unabhingige Messwerte, der

Mittelwert sowie die Standardabweichung; Einheit: pg/ml 64



Seite 9

1 Einleitung

Das Renin-Angiotensin-System gehort zu den am langsten und genauesten untersuch-
ten hormonellen Systemen bei Sdugetieren und beim Menschen. Schon Ende des
19. Jahrhunderts wurde entdeckt, dass in der Niere eine blutdrucksteigernde
Substanz synthetisiert wird. In den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts begann die
schrittweise Identifizierung des gesamten Systems mit seinen verschiedenen,
teils enzymatisch wirksamen Komponenten Angiotensinogen (das Vorldufermole-
kiil), Renin und Angiotensin Converting Enzym (Spaltende Enzyme), Angiotensin 1 (Spalt-
produkt von Angiotensinogen) und Angiotensin 11 (Spaltprodukt von Angiotensin |

und wichtigstes Effektorhormon) (Freis, 1995).

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein klassischer endokriner Regulationsmecha-
nismus zur Konstanthaltung bzw. Normalisierung von Plasmavolumen,

osmolaritdt und Blutdruck (Lavoie und Sigmund, 2003). Bis in die 90er Jahre hinein
wurden diese Effekte als alleinige, wesentliche Wirkungen des RAS angesehen.
Die Entwicklung von spezifischen Antagonisten fiir die Angiotensin-Rezeptor-
Subtypen AT, und AT, Ende der 80er Jahre ermoglichte dann jedoch zum einen
den Nachweis der Existenz verschiedener Rezeptor-Subtypen, zum anderen die
Unterscheidung von AT,- bzw. AT,-Rezeptor vermittelten Angiotensin-Wirkungen
(de Gasparo et al., 2000). Hierbei stellte sich heraus, dass die bis dahin bekannten,
,»klassischen Angiotensin-Wirkungen, also die Regulation von Plasmavolumen,
-osmolaritdt und Blutdruck, fast ausschlieBlich iiber den AT-Rezeptor vermittelt
werden. Angiotensin II wirkt tiber den AT;-Rezeptor auBlerdem fordernd auf
Zellproliferation und —hypertrophie, Extrazelluldre-Matrix-(EZM)-Synthese und
inflammatorische Prozesse (de Gasparo et al, 2000). Die heute bekannten, AT,-
Rezeptor vermittelten Wirkungen umfassen ein Spektrum ,,neuer*, damals noch
nicht mit Angiotensin in Verbindung gebrachter Effekte wie Anti-Proliferation,

Zelldifferenzierung, Apoptose, Anti-Fibrose und Anti-Inflammation, die zum



Seite 10

groflen Teil den AT;-Rezeptor vermittelten Effekten entgegengesetzt sind. Durch
diese Gegensitzlichkeit der Wirkungen kann Angiotensin II in einem Gewebe je
nach aktuell dominierendem Rezeptor-Subtyp vollig unterschiedliche Effekte

auslosen (de Gasparo et al., 2000).

Das RAS wurde urspriinglich als ein ,,zirkulierendes* Hormonsystem beschrie-
ben. Die Bildung der Hauptkomponenten erfolgt in unterschiedlichen Organen
(Angiotensinogen in der Leber, Renin in der Niere, Angiotensin-Converting-
Enzym in GefdBendothelzellen der Lunge), die Spaltung von Angiotensin I zu

Angiotensin II findet im Plasma statt (Montani und van Vliet, 2004).

Neben diesem Plasma-RAS wurden in den letzten zwei Jahrzehnten auch eine
Reihe von sogenannten Gewebe-Renin-Angiotensin-Systemen beschrieben.
Hierunter versteht man die Expression aller RAS-Komponenten in einem Ge-
webe, so dass ,,vor Ort“, unabhingig von der Versorgung mit Komponenten aus
dem Plasma und unter dem Einfluss lokaler Regulationsmechanismen, Angio-
tensin II gebildet werden kann. Solche Gewebe-RASs sind beispielsweise be-
schrieben fiir das Herz, fir die Gefilwand, die Niere und Nebenniere, das Ge-

hirn und die Leber (Lavoie und Sigmund, 2003).

Fir die Haut gab es bisher nur einzelne, zum Teil widerspriichliche Untersu-
chungen zur Expression der RAS-Komponenten. Insbesondere {iber humane Haut
war in dieser Hinsicht so gut wie nichts bekannt. Die Haut ist aber ein Organ, in
dem sich viele Prozesse abspielen, fiir die von anderen Organen bekannt ist, dass
sie durch Angiotensin II beeinflusst werden. So gehoren z. B. die Keratinozyten
der Epidermis zu den Zellen des Korpers mit der hochsten Proliferationsrate
(Generationszeit: ca. 28 Tage) (Fritsch, 1998 ¢). Gleichzeitig durchlaufen die Kerati-
nozyten wéhrend ihrer Wanderung von der Basalmembran zur Hornschicht ei-
nen komplexen Differenzierungsprozess. Die Fibroblasten der Dermis sind
selbstverstindlich zur Synthese von EZM-Komponenten fahig, und natiirlich

spielen sich auch in der Haut entziindliche Prozesse ab, die unterschiedlichster
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Pathogenese sein konnen (Wunden; entziindliche Hauterkrankungen; Tumoren,;

allergische Reaktionen).

Daher erschien es naheliegend zu iiberpriifen, ob in humaner Haut €in Gewebe-
RAS vorhanden ist, das in die lokale, autokrine bzw. parakrine Regulation all

der o.g. Prozesse involviert sein konnte.
1.1 Das Renin-Angiotensin-System
1.1.1 Historisches

1898 entdeckten Tigerstedt und Bergmann den blutdrucksteigernden Effekt ei-
nes Nierenextraktes und nannten die verantwortliche Substanz (die damals noch

nicht isoliert werden konnte) Renin (Tigerstedt und Bergmann, 1898).

1934 entwickelten Goldblatt und Mitarbeiter das erste Tiermodell fiir Bluthoch-
druck, indem sie unilateral die Nierenarterie eines Hundes mittels eines Metall-
klips verschlossen. Dieses Modell eroffnete der RAS-Forschung neue, experi-

mentelle Moglichkeiten und findet bis heute Verwendung (Goldblatt et al., 1934).

Um 1940 berichteten Page und Helmer sowie Braun-Menendez et al. {iber en-
zymatische Fahigkeiten des Renins. Zur gleichen Zeit identifizierten Page et al.
das Renin Substrat Angiotensinogen als Plasmaprotein und deuteten das RAS als

funktionelle Einheit (Page und Helmer, 1940; Braun-Menendez et al., 1940).

1956 beschrieben Skeggs et al. in den Lungen das Angiotensin-Converting-
Enzym (ACE), welches die Umwandlung von Angiotensin I zu Angiotensin II

katalysiert (Skeggs et al., 1956).

1958 berichtete Gross iiber den Zusammenhang zwischen dem RAS und der Al-
dosteronsekretion in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde. ANG I sti-
muliert die Aldosteronsekretion und verstirkt dadurch die Natriumretention

(Gross, 1958).
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In den folgenden Jahren wurden lokale RASs u.a. in Herz, Niere, Nebenniere,

Gefiallwand und Gehirn entdeckt (Unger et al., 1988; Campbell, 1987; Dzau, 1988).
1.1.2 Die Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems

Die enzymatische Kaskade des Renin-Angiotensin-Systems beginnt mit der Ab-
spaltung des Dekapeptids Angiotensin I (Ang I) von Angiotensinogen durch das
Enzym Renin. Das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) verkiirzt Ang I um
weitere zwei Aminosduren, und es entsteht das Oktapeptid Angiotensin 11 (Ang
IT). Ang II bindet an spezifischen Rezeptoren, wobei die Subtypen 1 und 2 (AT},
AT,) zum heutigen Zeitpunkt am besten charakterisiert sind (Lavoie und Sigmund,

2003).

1.1.2.1 Angiotensinogen

1.1.2.1.1 Angiotensinogen-Gene

Angiotensinogen-Gene wurden in Ratten (Ohkubo et al., 1983) und anderen Spezies
(Clouston et al., 1988; Gaillard et al., 1989) 1soliert und charakterisiert. Das Rattenangioten-
sinogen-Gen besteht aus fiinf Exons und vier Introns und ist etwa 11,8 Kiloba-
sen lang. Es ist auf Chromosom 19q lokalisiert. Durch differenzielles Splicing
konnen offensichtlich bis zu vier verschiedene mRNA-Varianten entstehen
(Campbell et al., 1984). Das menschliche Angiotensinogen-Gen befindet sich dagegen
in der g4-Region auf Chromosom 1 (Gaillard-Sanchez et al., 1990), enthilt aber ebenfalls

finf Exons und vier Introns (Gaillard et al., 1989).

1.1.2.1.2 Proteinstruktur des Angiotensinogens

Im Gegensatz zur kodierenden mRNA liegt das Angiotensinogen Protein nur in
einer MolekiilgroBe vor. Es entsteht durch Abspaltung von 24 Aminosduren aus
dem Vorlauferprotein Praangiotensinogen, das sich beim Menschen aus 485 A-

minosiuren zusammensetzt (Kageyama et al., 1984).
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Angiotensinogen gehort zur a2-Globulinfraktion der Serumproteine, hat ein Mo-
lekulargewicht von 54 000 bis 60 000 Dalton und dient als Reninsubstrat (Ménard

et al., 1983).

1.1.2.1.3 Biosynthese des Angiotensinogens

Angiotensinogen wird hauptséchlich in der Leber synthetisiert und gespeichert.
Allerdings wurden Angiotensinogen mRNA und -Protein auch in anderen Orga-
nen wie Gehirn, Herz, Niere, Ovarien und Hoden nachgewiesen (Campbell, 1987;

Campbell und Habener, 1986; Gomez et al., 1988; Cassis et al., 1988).

1.1.2.1.4 Regulation der Angiotensinogen-Freisetzung

Tabelle 1: Beeinflussung des Plasma-Angiotensinogenspiegels

Anstieg des Plasma- Abfall des Plasma-
Angiotensinogenspiegels Angiotensinogenspiegels
Schwangerschaft Bei hohem Reninspiegel wie bei: Nebennie-

reninsuffizienz, ACE Inhibition , kongesti-

vém Herzversagen

Therapie mit Ostrogenen, oralen Kontrazep- | Leberzirrhose

tiva, Glukokortikoiden

vermehrte Glukokortikoidsekretion aus der | nephrotisches Syndrom

Nebenniere (z.B. bei Stress)

maligner und essentieller Hypertonus

In der Niere bestehen aullerdem Wechselwirkungen zwischen Angiotensinogen
mRNA-Expression und Natriumstatus: Durch hohe Natriumaufnahme sinkt die
Angiotensinogen mRNA-Expression, wéhrend sie bei niedriger Natriumauf-

nahme steigt (Pratt et al., 1989).
1.2 Renin (EC 3.4.23.15)
1.2.1 Renin-Gene

Bei1 Menschen (Soubrier et al., 1983; Hardman et al., 1984; Miyazaki et al., 1984) und Ratten (Burn-

ham et al., 1987; Fukamizu et al., 1988) wird Renin von zwei unabhingigen Genen kodiert,
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wiahrend be1 Méausen zwei Gene Ren-1 und Ren-2 vorkommen (Rougeon et al., 1981;
Mullins et al., 1982; Burt et al., 1985). Der Hauptunterschied zwischen beiden Genen liegt
im Vorhandensein einer Glykosylierungsregion auf Ren-1. Das menschliche Re-
nin-Gen sowie beide Maus-Gene befinden sich auf Chromosom 1 (Chirgwin et al.,

1984 a+b; Abel und Gross, 1988), das der Ratte auf Chromosom 13 (Pravenec et al., 1991).
1.2.1.1 Proteinstruktur des Renins

Das Enzym Renin entstammt der Gruppe der Aspartylproteasen. Sein Moleku-
largewicht betrdgt je nach Spezies 34 000 bis 42 000 Dalton. Die aktive Form
besteht aus zwei Polypeptidketten, die liber eine Disulfidbriicke miteinander
verbunden sind. So entsteht eine zweilappige Struktur mit einer aktiven Seite
(Morris, 1989). Die hochste Aktivitdt zeigt Renin - anders als andere Aspartylprotea-
sen — bei neutralem pH. Die Halbwertszeit liegt bei 30 Minuten. Eine sehr hohe
Spezifitat besteht fiir Angiotensinogen, welches das einzige bekannte endogene

Reninsubstrat ist.
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Abbildung 1: Das Renin Angiotensin System

1.2.1.2 Biosynthese von Renin

In granulierten Epitheloidzellen in der Media des Vas afferens des juxtaglomeru-
liren Apparates der Niere wird Renin produziert und gespeichert. Eine extrare-

nale Synthese gibt es u.a. in Uterus, Leber und im Gefaf3system.

Vorlaufer des Renins ist das enzymatisch inaktive Prorenin mit einem Moleku-
largewicht von 57 000 Dalton, welches aus einem aus 340 Aminosduren aufge-

bauten Priaprorenin entsteht. Durch Ansduerung (Hsueh et al., 1981) oder verldngerte
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Kiihlung (Leckie und McGhee, 1980) kann Prorenin zu Renin aktiviert werden. In vitro
gelingt diese Transformation mittels Proteasen wie Trypsin, Kallikrein, Plasmin,

Pepsin und Kathepsin D.

Bei iiber 80% des zirkulierenden Renins handelt es sich um Prorenin (Sealey et al.,
1980). Im Gegensatz zu den Nieren, die zehnmal mehr Prorenin als Renin sezer-
nieren (Sealey und Rubattu, 1989), wird Prorenin aus extrarenalem Gewebe nur in sehr

geringen Mengen sezerniert.

1.2.1.3 Regulation der Renin-Freisetzung
(Hackenthal et al., 1990)

1.2.1.3.1 Intrarenale Mechanismen

Minderdurchblutung der Niere (z.B. bei akutem Blutdruckabfall bzw. Abfall des
zirkulierenden Plasmavolumens oder infolge einer Nierenarterienstenose) und
Chloridmangel im Bereich der Macula densa an der Spitze des aufsteigenden
Schenkels der Henleschen Schleife (z.B. bei Natriumchloridverlust oder nach

Verabreichung von Schleifendiuretika) stimulieren die Reninausschiittung.

1.2.1.3.2 Sympathische Mechanismen

Die Stimulation renaler Nerven oder die Infusion B-adrenerger Agonisten fiihrt
zu einer gesteigerten Reninausschiittung durch Erhohung des intrazelluldren

cAMP in juxtaglomeruldren Zellen.

Stimulation durch a-adrenerge Agonisten senkt die Reninausschiittung.

1.2.1.3.3 Humorale Mechanismen

Angiotensin II hemmt die Reninfreisetzung durch negative Riickkoppelung.
Hierbei beeinflusst Angiotensin II selbst in kleinsten Dosen die juxtaglomerula-
ren Zellen direkt. Aulerdem fordert es die Arginin-Vasopressin-Ausschiittung
aus der Hypophyse. Das Arginin-Vasopressin (AVP) wiederum hat eine direkte
Wirkung auf die juxtaglomeruldren Zellen und senkt ebenfalls die Reninfreiset-

zung. Auch Atriales Natriuretisches Peptid (ANP), welches bei Volumeniiber-
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schul aus den Vorhofen des Herzens freigesetzt wird, und Kalium in hohen

Konzentrationen hemmen die Reninfreisetzung.

Prostaglandine, Histamine, Dopamine und B-Adrenorezeptoragonisten stimulie-
ren die Reninausschiittung iiber einen Anstieg des intrazelluliren Second Mes-

sengers CAMP.

Tabelle 2: Beeinflussung des Plasma-Reninspiegels

Anstieg des Plasma-Reninspiegels Abfall des Plasma-Reninspiegels

aufrechte Korperhaltung liegende Korperhaltung

Natriummangel, Dehydratation, Hypovolad- | vermehrte Natriumaufnahme

mie, Himorrhagie

Nebenniereninsuftizienz Mineralkortikoidiiberschuss
Nierenarterienstenose Glucokortikoidiiberschuss

maligner Hypertonus Hyporenindmischer Hypoaldosteronismus
reninsezernierende Tumore Therapie mit 3-Blockern, o-Methyldopa

Therapie mit ACE-Hemmern, ANG 1II -
Antagonisten, Renin-Hemmern, Diuretika,

Vasodilatatoren

Schwangerschaft

Nahrungsaufnahme

proteinreiche Diét

1.3 Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) (EC 3.4.15.1)
1.3.1 ACE-Gene

Das ACE-Gen wurde von mehreren Spezies kloniert und die Nukleotidsequenz
bestimmt (Soubrier et al., 1988). Beim Menschen ist es auf Chromosom 17 lokalisiert,

bei der Ratte auf Chromosom 10.

Bei spontan hypertensiven Ratten wurde eine Korrelation zwischen der Hyper-
tonie und dem Abschnitt auf Chromosom 10, der das ACE-Gen enthilt, nachge-

wiesen (Jacob et al., 1991). Klinische Studien konnten aber nie zweifelsfrei unter-
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mauern, dass dieser Sachverhalt auch auf die Hypertonie bei Menschen iiber-
tragbar ist. Lediglich ein Zusammenhang zwischen einem erh6htem Herzinfarkt-
risiko und einer spezifischen Mutation des ACE-Gens konnte belegt werden

(Cambien et al., 1992).
1.3.2 Proteinstruktur des ACE

ACE ist eine Dipeptidyl-Peptidase mit einem Molekulargewicht von 150 Kilo-
dalton, die durch Abspaltung des Dipeptids Histidyl-Leucin- (His-Leu-) Ang I in
Ang II umwandelt.

ACE besitzt zwei aktive katalytische Regionen. Eine am Carboxylende, die an-
dere nahe des Aminoendes. Lediglich das testikulire ACE besitzt nur einen C-

terminalen Katalysepunkt.

Identisch mit ACE ist die Kininase II (vang et al,, 1970), welche das vasodilatatorisch
wirkende Bradykinin spaltet und inaktiviert. ACE/Kininase II spaltet auBBerdem
LH-releasing Hormone (LHRH), die B-Kette des Insulin, Substanz P und En-

kephaline und ist damit ein eher unspezifisches Enzym (Unger et al., 1990).
1.3.3 Lokalisation von ACE

ACE wurde zuerst im Gefdendothel nachgewiesen (Caldwell et al., 1976). In dieser
Lokalisation ist es offenbar Teil des zirkulierenden RAS, indem es Plasma-Ang I
zu Ang II konvertiert; es ist aber auch Teil eines vaskuldren Gewebe-RAS. ACE
wurde aber auch in zahlreichen anderen Geweben und Organen wie in den Epi-
thelzellen der Nieren, dem proximalen Nierentubulus (Skidgel et al, 1987), den
Mitral- und Trikuspidalklappen des Rattenherzens (Yamada et al., 1991), in Nebennie-
renmark und -rinde, Gehirn und Reproduktionsorganen gefunden (Rix et al., 1981;
Chai et al., 1987; Correa et al., 1985; Paul et al., 1985; Jackson et al., 1988). In hohen Konzentratio-
nen existiert es aulerdem in den germinativen Zellen des Hodens und in den

Ovarfollikeln (Langford et al., 1991).
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1.3.4 ACE 2

Im Jahr 2000 wurde ein weiteres, humanes Angiotensin konvertierendes Enzym
beschrieben, welches als ,,ACE 2% oder als ,,ACEH* (angiotensin-converting
enzyme homologue) bezeichnet wird (Tipnis et al., 2000; Donoghue et al., 2000). Das ACE
2-Gen befindet sich auf dem X-Chromosomenband Xp 22. Die Sequenzanalyse
ergibt 18 Exons, von denen die ersten 17 in ihrer GroBe denen des bekannten

humanen ACE deutlich dhneln.

Das ACE 2 Protein zeigt 42 % Homologie mit dem ,,klassischen* ACE-Molekiil.
Es hat im Gegensatz zum ,,normalen* ACE nur eine katalytische Doméine am
Carboxylende und spaltet Angiotensin I (zu Ang 1-9), Angiotensin 11, des-Arg-
Bradykinin und Neurotensin. Da Ang 1-9 nicht zu Ang II gespalten werden
kann, tragt ACE 2 nicht zur Ang II Synthese bei. Im Unterschied zum ,klassi-
schen* ACE fiihrt ACE 2 auch nicht zur Spaltung und damit zum Abbau von
Bradykinin, und es ist nicht durch ACE-Inhibitoren hemmbar. Auch fiir das ACE
2 konnte keine Assoziation zu essentieller Hypertonie beim Menschen nachge-

wiesen werden (Benjafield et al., 2004).
1.3.5 Metabolisierung von Angiotensinpeptiden

Zahlreiche Aminopeptidasen, sog. Angiotensinasen, bauen Angiotensin II
schnell ab (Johnston, 1990). Angiotensin II hat daher nur eine Halbwertzeit von 2,8

bis 3,2 Minuten (Admiraal et al., 1993).

So spaltet die Aminopeptidase A die N-terminale Aspartatsdure vom Ang II ab
und bildet dadurch das Heptapeptid Angiotensin III (Semple et al., 1976).

Angiotensin-(1-7) als eine weitere bioaktive Komponente des RAS wird endo-
gen in der Zirkulation und in verschiedenen Geweben durch mehrere enzymati-
sche Wege entweder aus Angiotensin I oder II gebildet (Chappell et al., 1998 a+b). Sei-
ne Bildung unterliegt der Kontrolle von mindestens drei Endopeptidasen (Chappell

et al, 1998 a+b). Es dient vermutlich ebenso wie Angiotensin I und Bradykinin als
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endogenes Substrat fiir ACE. Es gibt eine Reihe von Publikationen, nach denen
Angiotensin-(1-7) mitverantwortlich ist fiir Blutdruckregulation und antiprolife-

rative Effekte des RAS (Buczko et al., 2000).

Es scheint also, dass eine ganze Reihe von Endopeptidasen, Aminopeptidasen
und Carboxypeptidasen beim Stoffwechsel der Angiotensin-Peptide involviert

sind (Gohlke et al., 1992; Johnson und Drummer, 1988; Ryan, 1989; Abhold et al., 1987).
1.3.6 Angiotensin-Rezeptoren

Durch Bindungsstudien mit spezifischen Peptid— und Non—Peptid-Antagonisten
konnten unterschiedliche Angiotensin-Rezeptor-Subtypen identifiziert und cha-
rakterisiert werden, von denen die bedeutendsten als AT;- und AT,-Rezeptor be-
zeichnet werden. Rezeptoren mit der hochsten Affinitdt zu Losartan (und ande-
ren AT-Rezeptor-Antagonisten) und der niedrigsten Affinitdt zu AT,-Rezeptor-
Liganden CGP42112A und PD123177 werden als AT, bezeichnet. Rezeptoren
mit der hochsten Affinitdt zu CGP42112A und PD123177 und der niedrigsten

Affinitiat zu Losartan werden als AT, bezeichnet (de Gasparo et al., 2000).
1.3.6.1 Verteilung der Angiotensin-Rezeptoren im Gewebe

AT- und AT,-Rezeptoren kommen in zahlreichen Geweben vor und unterschei-

den sich hinsichtlich ihrer Verteilung.

AT;-Rezeptoren sind beim gesunden Menschen in den meisten Geweben der
dominierende Rezeptor-Subtyp. Sie werden u.a. von Herz, Gefdal3en, Niere, Lun-
ge, Leber, Plazenta, Blase, Gastrointestinaltrakt und im Gehirn exprimiert (de Gas-

paro et al., 2000).

Im Gegensatz zu den Verhiltnissen in adultem Gewebe dominiert in fetalem
Gewebe der AT,-Rezeptor, was auf eine Rolle bei der Organogenese hindeutet.
Nach der Geburt sinkt die AT,-Rezeptor Expression deutlich ab, und der Rezep-

tor kommt im gesunden Organismus nur noch in einigen ausgewéhlten Organen
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wie Nebenniere, Herz, Niere, Pankreas, Myometrium, Ovarien und spezifischen

Hirnregionen vor (de Gasparo et al. 2000).

Bei pathologischen Ereignissen allerdings, insbesondere bei Prozessen mit Ge-
webszerstorungen wie z.B. Apoplex, Herzinfarkt oder Nervenldsionen, ist die

AT,-Rezeptor-Expression hochreguliert (Rosenstiel et al., 2002).
1.3.6.2 AT ;-Rezeptoren

Tabelle 3: Verteilung der Angiotensin-Rezeptoren beim Menschen

Lokalisation AT-Rezeptor AT,-Rezeptor
Gehirn ++ +
Herz ++ +
Lunge ++ +
Nebenniere ++ +
Niere ++ +
Gefillwénde ++ +
Uterus - +

(Review-Artikel zu diesem Thema: de Gasparo et al., 2000 und Kaschina und Unger, 2003).

Der humane AT,-Rezeptor besteht aus 359 Aminosduren und sein Gen befindet
sich auf Chromosom 3q22. Die AT;-Rezeptoren der Ratte und der Maus besitzen
ebenfalls 359 AS. Im Gegensatz zum Menschen existieren bei Ratte und Maus
zwei Subtypen des AT;-Rezeptors, AT A und AT, B, deren Gene sich bei der Rat-
te auf den Chromosomen 17 und 2 und bei der Maus auf den Chromosomen 13

und 3 befinden.

1.3.6.2.1 Signaltransduktion des AT -Rezeptors

AT ;-Rezeptoren sind klassische Vertreter der Familie der G-Protein gekoppelten

Rezeptoren mit sieben transmembrandren Doménen.

G-Protein vermittelte Aktivierung der Phospholipase C (PLC) fiihrt zu Phospha-
tidylinositolhydrolyse, Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglyce-
rol-(DAG)-Akkumulation. IP3 flihrt zu einem Anstieg des intrazelluldren Calci-
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ums, resultierend in der Kontraktion glatter GefaBmuskelzellen und Sekretion
von Aldosteron aus der Nebennierenrinde. Aktivierung der Proteinkinase C
durch DAG fiihrt zur Phosphorylierung der Schliisselproteine, die bei Gefallkon-

traktion ebenso wie bei Zellwachstum eine wichtige Rolle spielen.

Auflerdem iibt Ang II seine Wirkungen iiber Aktivierung von Tyrosinkinasen
aus, die wiederum viele, in der Kaskade spiter gelegene Proteine phosphorylie-
ren, z. B. Proteine in der ras/raf/mitogen aktivierten Proteinkinase-(MAPK)-
Kaskade oder Proteine, die bei der Translokation der MAPK in den Nukleus be-
teiligt sind. Die meisten Signalwege mit Beteiligung von MAPK wurden mit
Zellwachstum, Apoptose, Differenzierung, Transformation und Gefaf8kontrakti-

on in Zusammenhang gebracht (Touyz und Schiffrin, 2000).

Weitere AT,-gekoppelte Signaltransduktionswege sind der JAK/STAT-
Signalweg, der erstmals im Zusammenhang mit Zytokinen beschrieben wurde,
die Freisetzung von Arachidonsdure sowie die vermehrte Produktion von Sauer-

stoffradikalen.

1.3.6.2.2 Funktionelle Bedeutung des AT;-Rezeptors

Die klassischen Funktionen von AT, sind: generalisierte Vasokonstriktion, Zell-
wachstum in den Gefdflen und im linken Herzventrikel, Aldosteronfreisetzung
aus der Nebennierenrinde und hohere Natriumabsorption im proximalen Nieren-
tubulus sowie Erh6hung von Herzfrequenz und Kontraktilitdt durch Noradrena-
linfreisetzung von sympathischen Nervenendigungen (Unger, 2000). Uber den auf
glatten GefaBmuskelzellen lokalisierten AT;-Rezeptor bewirkt Ang II die Kon-
traktion préikapillarer Arteriolen und in geringerem Maf3e postkapillarer Venolen.
(Laragh, 1987). Ang II wirkt auf glatte GefaBmuskelzellen mitogen und bewirkt iiber
die Produktion von Wachstumsfaktoren die Synthese von extrazelluldrer Matrix.
Es gibt Hinweise fiir eine Beteiligung des AT;-Rezeptors bei der Herzhypertro-
phie, bei kardialen Umbauvorgingen und bei der Abstimmung der Matrixpro-

duktion durch Herzfibroblasten (Tokioka-Akagi et al., 2001; Sanada et al., 2001, Malmqvist et al.,
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2001). Ang II stimuliert die Synthese verschiedener Extrazelluldre-Matrix (ECM)-
Komponenten wie Proteoglykane, Fibronektin, Kollagen Typ 1, Glykosami-
noglykane, Tenascin und Chondroitin-/ Dermatansulphate, die unter anderem am
kardialen und renalen Remodeling beteiligt sind (Dubey et al., 1997; Sasamura et al., 2001;

Fischer et al., 2001).

Ang II verstirkt adrenerge Stimuli durch erhohte Freisetzung von Noradrenalin
aus den terminalen sympathischen Nervenendigungen und durch verbessertes
Ansprechen der Gefdlle auf Noradrenalin. Der Effekt auf die Noradrenalinfrei-

setzung kommt durch priasynaptische AT -Rezeptoren zustande (Balt et al., 2001).

Der AT;-Rezeptor scheint auch einen Einflul auf die Erregungsiiberleitung im
Herzen zu haben. Kardiale Uberexpression von AT;-Rezeptoren bei Miusen

fiihrt unter anderem zu Bradykardie und Uberleitungsstrungen (Hein et al., 1997).
1.3.6.3 AT,-Rezeptoren

(Review-Artikel zu diesem Thema: de Gasparo et al., 2000 und Kaschina und Unger, 2003).

Die Sequenz des AT,-Rezeptors ist nur zu 34 Prozent homolog mit der des AT -
Rezeptors. Der AT,-Rezeptor besteht aus 363 Aminosduren (AS), sein Gen be-
findet sich auf dem X-Chromosom bei q22-q23 (Hein et al.,, 1995). Das AT,-Gen be-
steht aus drei Exons, wovon das dritte Exon die gesamten kodierenden Sequen-
zen enthélt (Mukoyama et al., 1993; Kambayashi et al., 1993). Lokalisation des Gens und
MolekiilgroBBe des Proteins sind bei Mensch, Maus und Ratte identisch, die AS-
Sequenz von Maus und Ratte zeigt jeweils eine ca. 92 prozentige Ubereinstim-

mung mit der des humanen AT,-Rezeptors.

1.3.6.3.1 Signaltransduktion des AT,-Rezeptors

Die Signaltransduktionsmechanismen der AT,-Rezeptoren unterscheiden sich
fast gdnzlich von denen der AT;-Rezeptoren und sind noch nicht vollstindig ver-
standen. Es gilt aber inzwischen als erwiesen, dass die Aktivierung von Protein-

Phosphatasen eine zentrale Rolle in der Vermittlung AT,-Rezeptor-gekoppelter
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Effekte spielt. Bislang konnten drei spezifische Phosphatasen identifiziert wer-
den, die durch Stimulation des AT,-Rezeptors aktiviert werden: die Se-
rin/Threonin-Phosphatase PP2A  (Protein-Phosphatase 2A), die Tyrosin-
Phosphatase SHP-1 (SH2-domain containing phosphatase 1) und die Tyro-
sin/Threonin-Phosphatase MKP-1 (Mitogen-aktivierte Protein Kinase Phospha-
tase 1) (Nouet und Nahmias, 2000). Diese Phosphatasen dephosphorylieren unter ande-
rem auch Molekiile, die durch AT,-Rezeptor stimulierte Kinasen phosphoryliert
werden, so dass an dieser Stelle auf Signaltransduktionsebene ein Crosstalk zwi-

schen den Effekten des AT;- bzw. des AT,-Rezeptors besteht.

Ein weiterer, wichtiger Signaltransduktionsweg scheint die vermehrte Bildung
von NO und ¢cGMP, moglicherweise unter Einschluss einer Aktivierung von
Bradykinin-Rezeptoren zu sein. Cyclisches GMP wiederum vermittelt viele der
biologischen Aktionen von NO wie Vasodilatation, Natriuresis und Wachstums-

hemmung und Differenzierung (Gohlke et al., 1998; Nouet und Nahmias, 2000).

Bei der AT,-Rezeptor induzierten Zellapoptose besteht ein Teil der Signalkaska-
de in der vermehrten Synthese von Ceramiden, die wahrscheinlich die Aktivie-

rung von Caspase 3 induzieren (Gallinat et al., 1999; Lehtonen et al., 1999).

1.3.6.3.2 Funktionelle Bedeutung des AT,-Rezeptors

Auf zelluldarer Ebene wirkt der AT,-Rezeptor proliferationshemmend und apop-
tose-induzierend. Der antiproliferative Effekt des AT,-Rezeptors wurde erstmals
von Stoll und Koautoren in koronaren Endothelzellen in vitro beobachtet (Stoll et
al., 1995). Der iiber den AT,-Rezeptor geforderte Stillstand der Zellteilung bzw. des
Zellzyklus ist Voraussetzung fiir die nachfolgende Zelldifferenzierung (Laflamme et
al., 1996; Meffert et al., 1996; Stroth et al., 1998; Rodriguez-Pallares et al., 2004) und - unter addquaten

Bedingungen - Apoptose.

Bei verschiedensten pathologischen Ereignissen, die mit einem Gewebedefekt

einhergehen, wie z.B. Myokardinfarkt, Hirninfarkt, Nervenldsionen oder Verlet-
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zungen der Haut, ist die Expression des AT,-Rezeptors deutlich verstarkt — in
manchen Geweben ist der AT,-Rezeptor nur unter diesen pathologischen Bedin-
gungen nachweisbar (Busche et al., 2000; Nio et al., 1995; Gallinat et al., 1998; Makino et al., 1996;
Viswanathan und Saveedra, 1992). Die genaue Bedeutung dieses Phidnomens ist noch
nicht geklart. Jedoch werden dem AT,-Rezeptor iiber seine anti-fibrotischen und
anti-inflammatorischen Effekte gewebeprotektive Eigenschaften zugeschrieben

(Min et al., 2004; Wu et al., 2001; Lucius et al., 1998; Li et al., 2005).

Bei der Blutdruckregulation scheint dem AT,-Rezeptor die Rolle eines Modula-
tors zuzukommen. AT,-/- Mause haben einen leicht erhohten Blutdruck, beglei-
tet von einer leicht verminderten Natriumausscheidung; die Abweichung des
mittleren, arteriellen Drucks fallt aber kaum ins Gewicht (Siragy et al., 1999). Infun-
diert man diesen Mausen allerdings Ang II, so ist die resultierende Blutdruck-
steigerung ausgepragter, ,,ungebremster als in AT,+/+ Kontrolltieren (Hein et al,,

1995).

Zusammenfassend gesagt, scheint es auf funktioneller Ebene (Unger, 1999) und auf
der des intrazelluldren Signalwegs (Carey et al., 2000; Sadoshima, 2000) €inen negativen
Crosstalk zwischen AT,- und AT ,—Rezeptoren zu geben. Auf diese Art und Wei-
se moduliert der AT,-Rezeptor verschiedene physiologische und pathophysiolo-
gische AT-Rezeptor gekoppelte Effekte, und er hat moglicherweise im Falle
einer Uberstimulation des AT;-Rezeptors eine protektive Wirkung im betroffe-

nen Gewebe.

1.4 Die Haut
1.4.1 Funktionelle Morphologie

Mit einer Dicke von 1-4 mm, einer Fldche von 1,5-2 m2 und einem Gewicht von
3,5-10 kg zdhlt die Haut neben dem Darm zu den gréfiten Organen des Men-
schen und hat zahlreiche Funktionen. Sie bietet dem darunter liegenden Gewebe
mechanischen, chemischen und immunologischen Schutz und dient als Sinnes-

und Wirmeregulationsorgan.
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Die Haut ist, von au3en nach innen, aus drei Schichten aufgebaut:

e Epidermis

e Dermis
e Subkutis
hiasr =hah
g#aal poa
desrral pagilla
.;:" sensory nirve ending for louch
EETAILIM COFFium i e
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Abbildung 2: Morphologie der Haut aus www.essentialdayspa.com/Skin_Anathomy_and Physiology.htm,

gezeichnet von dem Kiinstler F. Netter
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1.4.2 Epidermis (Oberhaut)

Die Epidermis ist 0,04-1,5 mm dick. Sie besteht aus einem mehrschichtigen
Plattenepithel, dessen Hauptanteil (90%) hornbildende Keratinozyten ausma-
chen. Diese dienen der mechanischen Widerstandsfahigkeit an der Hautoberfla-
che. Zwischen ihnen finden sich auBerdem Melanozyten zur Bildung von Mela-
ninpigment, Merkelzellen zur Vermittlung von Tastempfindungen sowie
Langerhans-Zellen und T-Lymphozyten fiir zellvermittelte Immunreaktionen.
Die Epidermis setzt sich von basal nach apikal aus fiinf horizontalen Schichten
zusammen, die hinsichtlich Dicke und Aufbau regionale Unterschiede aufweisen

(Junqueira und Carneiro, 1991 a):
1. Stratum basale

2. Stratum spinosum

3. Stratum granulosum
4. Stratum lucidum

5. Stratum corneum

Der Basalmembran unmittelbar angrenzend liegt einlagig das Stratum basale,
das aus zylindrischen Zellen besteht, deren Léngsachsen senkrecht zur Haut-

oberfliache ausgerichtet sind.

Im sich anschlieBenden zwei- bis flinflagigen Stratum spinosum (Stachelzell-
schicht) erfolgt eine Zunahme des Zellvolumens und eine horizontale Umorien-
tierung der Zellachse. Die Verkniipfung der Nachbarzellen erfolgt durch Desmo-
somen. Durch Tonofibrillen (Keratinfilamente), die den Interzellularspalt nicht
kreuzen, halten die Keratinozyten Druck- und Scherkréften stand. Stratum basa-
le und Stratum spinosum bilden gemeinsam das Stratum germinativum, in dem
die Regeneration des Epithels stattfindet. Diese ist bereits im Normalzustand

notig, da es an der Hautoberflache stindig unbemerkt zum Abschuppen einzel-
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ner Korneozyten kommt (Desquamatio insensibilis). Die Wachstumsphase der
Keratinozyten betridgt etwa 14 Tage, die Entwicklung zum verhornten Korneo-

zyten dauert weitere 14 Tage.

Uber dem Stratum spinosum befindet sich das ein- bis fiinflagige Stratum granu-
losum (Kornerschicht) mit stark verdichteten Tonofibrillen, basophilen Kerato-
hyalinkorpern und membranumschlossenen Granula. Nur in dicker Epidermis

wie z.B. an den Fullsohlen findet sich zuséatzlich das dinne Stratum lucidum.

Die duBerste Schicht mit Barrierefunktion ist das Stratum corneum (Horn-
schicht). Sie besteht aus kernlosen Keratinozyten (Korneozyten). Beim Vorgang
der Verhornung gehen die Zellorganellen zugrunde, das Keratin bleibt erhalten.
Je nach Korperregion ist die Schicht aus 10 bis zu mehreren hundert Lagen auf-

gebaut.
1.4.3 Dermis (Korium, Lederhaut)

Die Dermis erndhrt die Epidermis, in ihr verlaufen Gefafle und Nerven. Sie stellt
Abwehrzellen bereit und ist durch ihre hohe Rei3festigkeit und Elastizitét ver-
antwortlich fiir die mechanische Festigkeit der Haut. Die Dermis gliedert sich in

zwel Schichten (Junqueira und Carneiro, 1991 b):
1. Stratum papillare
2. Stratum reticulare

Das subepidermale weiche Stratum papillare besteht aus einem lockeren Ge-
flecht diinner Kollagenfasern und ist zell- und gefaBreich. Die sichere Verbin-
dung zur Epidermis wird durch die Junktionszone gewihrleistet. Die fingerfor-
migen Ausldufer des Stratum papillare bilden Papillen, die je von einer eigenen
Kapillarschlinge aus dem subpapilliren Gefdllplexus versorgt werden. Perivas-

culér finden sich Mastzellen und Lymphozyten.
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Das darunter liegende derbe Stratum reticulare ist ein zellarmes, scherengitterar-
tiges Netz aus Kollagenfaserbiindeln. Dazwischen sind elastische Fasernetze
beherbergt, die durch ihre Elastizitit bei Entspannung einer Hautpartie den alten
Formzustand wiederherstellen. AuBlerdem finden sich im Stratum reticulare Ner-
ven und Gefile sowie Hautanhangsgebilde (Haar-, Talgdriisenfollikel,

Schwei3driisenausfiithrungsgénge).
1.4.4 Subkutis (Unterhautfettgewebe)

Die Subkutis ist quantitativ regional unterschiedlich stark ausgebildet und dient
als Wérmeisolation, mechanisches Schutzpolster und Energiespeicher. Auller-
dem befestigt sie die Haut auf ihrer Unterlage. Die Subkutis enthilt Fettgewebs-
lappchen, die durch Bindegewebssepten getrennt sind, welche das straffe
Grundgeriist bilden. Die Septen stellen die Kommunikation mit der Dermis si-

cher, in ihnen finden sich Nerven und Gefalle.
1.5 Kutane Zellen
1.5.1 Keratinozyten

Keratinozyten machen 90% der Zellen der Epidermis aus. Sie entstehen in
Stammzellen der Basalschicht, durchwandern die Epidermis und durchlaufen
dabei einen streng regulierten Differenzierungsgang. Neben den reguliren Zell-
organellen wie Golgi-Apparat, RER, Mitochondrien usw. enthalten die Kerati-

nozyten mehrere fiir sie charakteristische Strukturen wie z.B.:

1. Zytoplasmatische Filamente (Zytoskelett) fiir mechanische Aufgaben:
a. Keratinfilamente (Tonofilamente) fiir das Verspannungssystem der Kera-
tinozyten

b. Aktinfilamente fiir Zellfestigkeit sowie Adhiarenz und Lokomotion

2. Adhésionsorganellen (Zellverbindungen, ,,junctions®)
c. Untereinander sind die Keratinozyten durch Desmosomen und Adhé-

renzkontakte verbunden
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d. Hemidesmosomen sorgen fiir die Adhidrenz an der Basalmembran
e. ,,gap-junctions® sind Kommunikationskanile zwischen den Keratinozy-

ten
1.5.2 Melanozyten

Melanozyten sind dendritische Zellen neuroektodermalen Ursprungs. Sie kom-
men in geringer Anzahl in der Epidermis vor. Je nach Korperregion kommt in
erheblicher Variationsbreite ein Melanozyt auf 5-8 Keratinozyten des Stratum
basale und Stratum spinosum. Die Dichte variiert zwischen 1000-2000/mm”
Hautoberflache. Das Gesamtgewicht der Melanozyten betrdgt ca. 1,5g. Melano-
zyten bilden Melanin als Antwort auf verschiedene Stimuli, inbesondere UV-
Licht, und sind damit hauptverantwortlich fiir die Eigenfarbe der Haut. Die
Pigmentierung der Haut erfolgt durch Transfer von Melanosomen in die benach-
barten Keratinozyten. Verschiedene Adhdsionsmolekiile verbinden die Melano-
zyten mit der Basalmembran. Melanozyten sind etwas grofer als Keratinozyten,
haben einen runden Zellleib und lange unregelmiBige Fortsétze. Jeder Melano-
zyt entsendet 10-20 Dendriten durch den Interzellularraum und steht mit ca. 30
Keratinozyten in Kontakt (Fritsch, 1998 a). Das Zytoplasma der Melanozyten ist re-
lativ hell, hat nur wenige Filamente, aber zahlreiche Mitochondrien, ein gut

entwickeltes RER und einen deutlichen Golgi-Apparat.
1.5.3 Dermale Fibroblasten

Fibroblasten zdhlen zu den ortsstindigen Bindegewebszellen. Sie haben viele
irregulére zytoplasmatische Fortsdtze. Die Zellkerne sind oval, grof3 und hell mit
feinem Chromatin und deutlichem Nukleolus. Im Zytoplasma findet sich reich-
lich granuldres endoplasmatisches Retikulum. Thr Golgi-Apparat ist gut entwi-
ckelt. Fibroblasten weisen eine intensive Synthesetétigkeit auf. Sie bilden Pro-
kollagen sowie Glykosaminoglykane als wichtigsten Bestandteil der
Grundsubstanz. Prokollagene sind Vorstufen, die nach enzymatischer Abspal-

tung von P-Peptiden in Kollagen tliberfiihrt werden. Derzeit sind iiber 17 Kolla-
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gentypen bekannt. Die Dermis enthélt etwa 10 Typen, von denen die wichtigsten
die Typen I, III, IV, VI und VII sind (Fritsch, 1998 b). AuBBerdem wird von den
Fibroblasten das Enzym Kollagenase gebildet, welches den physiologischen
Abbau von Kollagen synthetisiert.

1.5.4 Mikrovaskulare Endothelzellen (MVECs)

Endothelzellen sind sehr flach (0,1-1pm dick) und kleiden u.a. das Lumen der
Kapillaren aus. Thr Zytoplasma enthdlt meist nur wenige Zellorganellen. Charak-
teristisch sind sog. Weibel-Palade-Korper, die den von Willebrand—Faktor als
Kofaktor der Blutplédttchenaggregation enthalten. Im Rahmen des Stoff- und
Gasaustauschs sind Endothelzellen sowohl fiir Gase, als auch fiir Lipoproteine
und andere Plasmabestandteile durchldssig. Endothelzellen mit iiberwiegend
metabolischen Eigenschaften bilden Kollagen, Elastin, Proteoglykane sowie
Stoffe, die bei der Blutgerinnung (z.B. von-Willebrand-Faktor und Prosta-
zyklin), bei der Angiogenese (Wachstumsfaktoren) und fiir glatte Muskelzellen

eine Rolle spielen.
1.6 In dieser Arbeit untersuchte Dermatosen
1.6.1 Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis vulgaris ist eine chronisch-entziindliche Dermatose mit epidermaler
Hyperproliferation. Diese Verhornungsstorung ist weltweit verbreitet. Von der
westeuropdischen Bevolkerung sind 1-3% betroffen. Charakteristisch ist die
Ausbildung erythematéser Plaques mit groblamellédrer, silbrig gldnzender
Schuppung an Streckseiten der Ellenbogen und Knie, behaartem Kopf, Bauch-
nabel und Sakralregion. Die histologische Untersuchung ergibt eine ausgepriagte
epidermale Akanthose mit Hyper- oder Parakeratose und verlidngerten Rete-
leisten. Pathognomonisch konnen in der Epidermis subkorneal sog. Munro-

Mikroabszesse auftreten (Sterry und Paus, 2004 a).
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1.6.2 Neoplasien

Durch verindertes Freizeitverhalten, wie z.B. Anstieg der sportlichen Aktivita-
ten 1m Freien und zahlreichen Fernreisen, kommt es zu einer starken Zunahme
der Inzidenz von Hautkrebs. So gehdren die epithelialen Hautkarzinome Basaliom

und Spinaliom zu den hiufigsten Neoplasien liberhaupt.
1.6.2.1 Basaliom

Das Basaliom ist ein semimaligner Tumor mit lokal destruierendem Wachstum,
aber ohne Metastasierungstendenz. Chronische UV- und Arsenexposition, Im-
munsuppression, genetische Pradisposition und ionisierende Strahlen begiinsti-
gen die Entstehung eines Basalioms. Es tritt meist im Gesicht dlterer Menschen

auf, ist aber auch an Stamm oder Extremititen zu finden.

Histologisch zeichnet sich das Basaliom durch seine stark basophilen, relativ mo-
nomorphen Tumorzellen aus, die Zellnester mit Palisadenstellung der Randpo-

pulation ausbilden (Sterry und Paus, 2004 b).
1.6.2.2 Spinaliom (Plattenepithelkarzinom, spinozelluldres Karzinom)

Das spinaliom ist ein maligner Tumor der Haut, der sich am héiufigsten nach chro-
nischer Lichtexposition (aus aktinischen Keratosen) und Rontgenbestrahlung
entwickelt. Weitere Entstehungsfaktoren sind: Chemokanzerogene (Arsen, Teer),
Immunsuppression und humane Papillomviren (v.a. Typ 16 und 18). Meist findet
sich das Spinaliom im Bereich chronisch lichtexponierter Haut dlterer Menschen.
Es imponiert oft als rétlicher Tumor, der unscharf begrenzt und von Schuppen-
krusten bedeckt oder zentral exulzerierend ist. Allerdings kann das klinische
Bild stark variieren, ebenso wie das Wachstumsverhalten. Die Metastasierung

erfolgt primar lymphogen.

In der Histologie préisentieren sich eosinophile Keratinozyten aus dem Stratum
spinosum mit deutlichen Kern- und Zellatypien. Eine starke Horninselbildung

korreliert mit einem hohen Differenzierungsgrad, wihrend eine fehlende Ver-
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hornung mit einer Entdifferenzierung und schlechten Prognose korreliert. Zwi-
schen den Kollagenfaserbiindeln ist invasives Wachstum sichtbar (Sterry und Paus,

2004 c).
1.7 Das Renin-Angiotensin-System in der Haut

Uber die mogliche Existenz eines Gewebe-RAS in der Haut gab es vor Beginn
der hier vorgestellten Arbeiten nur vereinzelte Daten: in der Haut von Ratten
wurden Angiotensin II selbst sowie die Angiotensinogen- und ACE-kodierenden
mRNAs gefunden (phillips et al., 1994). In menschlicher Haut wurde die Expression
und enzymatische Aktivitdt von ACE beschrieben (Hera et al., 1982). In beiden Fillen
wurden jedoch Blutgefdafe mituntersucht, von denen bekannt ist, dass ihre Wén-
de ein Gewebe-RAS inklusive Angiotensin-Rezeptoren enthalten (Swales und Heager-
ty, 1987). Daher konnen diese Daten nicht als eindeutig hautspezifisch interpretiert

werden.

Kutane Ang II-Rezeptoren wurden erstmals an Affen- und Rattenfeten sowie in
menschlicher, fetaler Haut beschrieben (Millan et al., 1989, Zemel et al., 1990, Tsutsumi et al.,
1991, Johnson und Aguilera, 1991, Feuillan et al, 1993). Eine starke Expression von AT,-
Rezeptoren wihrend der Fetalperiode ist von vielen, auch humanen Geweben
bekannt und liefert keinen Hinweis auf die Situation in adultem Gewebe, da die
Expression der AT,-Rezeptoren postnatal im gesamten Organismus stark zu-
riickgeht. Bei den bisherigen Publikationen zum Thema Angiotensin-Rezeptoren
in kutanem Gewebe erwachsener Tiere oder Menschen ist das Bild wesentlich
uneinheitlicher. In der Haut erwachsener Ratten scheinen AT;-Rezeptoren zu
liberwiegen (Phillips et al., 1994, Abiko et al., 1996); €s existieren jedoch auch Publikatio-
nen, die entweder AT,- und gleichzeitig AT,-Rezeptoren (Viswanathan et al., 1991) oder

die gar keine Angiotensin-Rezeptoren beschreiben (Sun et al., 1994).

Es existieren mehrere Publikationen, in denen die Angiotensin-Rezeptor Expres-
sion auf dermalen Fibroblasten der Ratte oder der Maus in vitro beschrieben ist.

In mindestens zwei dieser Publikationen wird das Vorhandensein von AT;- und
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ATz—Rezeptoren gezeigt (Phillips et al., 1994, Johnson und Aguilera, 1991, Min et al., 2004; Takeda et
al, 2004). In anderen wird aber auch {iiber das vollige Fehlen der Expression von
Angiotensin Rezeptoren (Takayanagi et al, 1994), bzw. die Expression von AT;-
Rezeptoren und einer Bindungsstelle fiir Angiotensin 1-7, aber keiner AT,-
Rezeptoren (Nickenig et al., 1997) berichtet, so dass auch hier das Bild uneinheitlich

1st.

Insgesamt sind alle bisherigen Publikationen zum Thema RAS in der Haut —
insbesondere in menschlicher Haut — Einzelberichte. Eine systematische Unter-

suchung zu diesem Thema fehlt bislang.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit war der Nachweis eines kompletten lokalen RAS in
menschlicher Haut sowie die Gewinnung erster Erkenntnisse iiber mogliche

Verdnderungen im Expressionsmuster des RAS bei ausgewdéhlten Dermatosen.

Zu einem kompletten, lokalen RAS gehoren die zur Ang II Synthese notwendi-
gen Faktoren - also das Vorlduferprotein Angiotensinogen sowie die Enzyme
Renin und ACE — sowie die Rezeptoren fiir Ang II, das sind im wesentlichen die
Subtypen AT, und AT,. Diese RAS Komponenten sollten auf mRNA- und Prote-
in-Ebene nachgewiesen werden. In einem ausgewdihlten Zelltyp, den Keratino-
zyten, sollte dariiber hinaus der direkte Nachweis von Ang II als ultimativer

Beweis fiir die Fahigkeit kutanen Gewebes zur Ang Il Synthese erbracht werden.

Die Expression aller genannten RAS Komponenten auf mRNA-Ebene wurde in
Priméarkulturen verschiedener Zelltypen (Keratinozyten, Melanozyten, dermalen
Fibroblasten und dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen) mittels RT-PCR
untersucht. Auf Gewebe-Biopsien wurde an dieser Stelle bewusst verzichtet, da
diese Gefialle enthalten wiirden und von Gefiaflendothelien bekannt ist, dass sie
alle Komponenten des RAS enthalten. Damit wére keine spezifische Aussage

iber die Verhiltnisse in der Haut mehr moglich.

Zusitzlich sollte die Expression von Angiotensinogen, Renin und ACE sowie
der Angiotensin-Rezeptoren auf Protein-Ebene immunhistochemisch mittels

APAAP-Fiarbungen untersucht werden.

Abschlielend sollte das so ermittelte Expressionsmuster der RAS-Komponenten
in gesunder Haut mit dem in pathologisch verdnderter Haut verglichen werden,
um einen ersten Eindruck zu gewinnen, ob das RAS unter pathophysiologischen
Bedingungen moglicherweise Anderungen unterliegt. Wegen des erwiesenen

Einflusses von Ang II auf Zellproliferation und —differenzierung wurden drei
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Dermatosen ausgewihlt, zu deren Charakteristika unter anderem eine gestorte

Keratinozytenproliferation gehort.
Folgende Erkrankungen wurden ausgewéhlt:

1. Hyperkeratotische Erkrankung

*  Psoriasis vulgaris

2. Tumorerkrankungen
*  Basaliom (Semi-maligne)

° Spinaliom (maligne)



3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 4: Herstellernachweis der verwendeten Materialien
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Verwendete Materialien

Hersteller

AB-Serum

Abzug (Hyperclean)

ACE-Hemmer

Aceton

Adenine: 1,8”‘10'4 M

Agarosegel: Agarose Electrophoresis Grade

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat

2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol

3-Aminopropyltrietoxy-silane
APAAP mouse monoklonal

Aqua destillata

Brutschrank: CO,-Auto-Zero
cDNA-Synthesis Kit
Centrifuge 5402, 14.000U/min
Chloralhydrat

Choleratoxin (107" M)
Citronensdure-Monohydrat

Deckgldser

Dispase

Behring, Marburg, Deutschland
Shandon, England

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Gibco BRL Life Technolgy, Eggen-
stein, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck-Schuchardt,
Deutschland

Hohenbrunn,

Sigma, Deideshofen, Deutschland
DAKO, Glostrup, Danemark

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Heracus Holding GmbH, Oster-
ode/Harz, Deutschland

Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Calbiochem, Schwalbach, Deutsch-
land

Merck, Darmstadt, Deutschland
Menzel, Braunschweig, Deutschland

Boehringer, Mannheim, Deutschland
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Verwendete Materialien

Hersteller

DMEM Medium (angereichert mit 5% fetalem Kil- Biochrom, Berlin, Deutschland

berserum)

DNAse

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline w/o Sodium

Bicarbonate

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline w/o Calcium

and Magnesium, w/o Sodium Bicarbonate
ECGF

EIA-Reagenzien

Essigsdure 100%

Ethanol 100%

FAD Medium

Faltenfilter

Fetales Kélberserum

Gelkammer: Horizon 11.14

GeneAmp PCR System 2400

Héamatoxylin

Hydrocortison (0,5pg/ml)

IL 6

Insulin (5pg/ml)

Kaisers Glyceringelatine

Kamera: Polaroid Quick Shooter, Modell QSR
Kollagenase Typ 4

Kryomatrix

Kiivette
Levamisole
L-Glutamin

Lyse-Pufter ,,Buffer RLT*

Master Mix

Qiagen, Hilden, Deutschland
Gibco, Grand-Island, USA

Gibco, Grand-Island, USA

Sigma, Deideshofen, Deutschland
Cayman Chemical, Michigan, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Gibco BRL Life Technology, Eggen-
stein, Deutschland

Perkin Elmer, Massachussetts, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Kodak Company, Cambridge, USA
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Tissue Tek, O.C.T., USA

Assistent, Sodheim/Rhon, Deutsch-
land

Sigma, Deideshofen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
RNEasy Kit, Qiagen, Chatsworth, CA,
USA

Boehringer, Mannheim, Deutschland
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Verwendete Materialien

MEM-nicht essentielle Aminosiuren

2-Mercaptoethanol

Mikroskop
Mikrotiter-Platten-Messpektrometer
Mikrowelle: Mikromat

Minifuge RF, r=14,09cm, 1200U/min

Mitomycin-C

Naphtol AS-BI Phosphoric Acid
Natriumchlorid

Natriumjodat

Natriumnitrit

Natriumpyruvat (1mM)

Neubauer-Zihlkammer: 0,1mm, Fliche 9mm?

Neufuchsin
N,N-Dimethylformamid
PAP-Pen

PBS

PCR-Puftfer
PCR-Reaktionsgefilie
Peptid-spezifische Sdulen
Petrischale (Kollagen A bedeckt)

Pipetten und -spitzen

Puffer (MgCl,, KCl, RNAsin, deoxyNTP, random

primers, M-MVL Reverse Transcriptase)

QIA-shredder Siule

Hersteller

Life Technologies, Karlsruhe,

Deutschland

Sigma Chemical Company, St.Louis,
MO, USA

Carl-Zeiss, Jena, Deutschland
Dynatech, Chantilly, VA, USA

AEQG, Berlin, Deutschland

Heraeus Sepatech, Osterode/ Harz,
Deutschland

Sigma, Deideshofen, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Rudolf Brand GmbH & Co, Wertheim,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Science Services, Miinchen, Deutsch-
land

Gibco BRL Life Technology, Eggen-
stein, Deutschland

Perkin Elmer, Langen, Deutschland
Perkin Elmer, Norwalk, USA

Waters, Massachusetts, USA-

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Gibco BRL Life Technology, Eggen-
stein, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
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Verwendete Materialien
Rabbit anti-mouse Immunglobulin

Reverse Transcriptase Superscript

Rinderserum

RNase Inhibitor

Rneasy Kit

RPE-Puffer

RPMI 1640 without L-Glutamine
RT-Puffer

RW1-Puffer
Safe lock Reaktionsgefi3e
Spin Phase Lock tubes

Sterilbank, Mikrobiologische Sicherheitskabine

3T3 Zellen
TAE Puffer

Taq DNA Polymerase, native
TGF B
Thermocycler 60

Tissue Tec (OCT-Compound)
TNFa

Tris-Base

Tris-HCL

Trypanblau

Trypsin EDTA

Ultraschall-Homogenisator

Hersteller
DAKO, Glostrup, Ddnemark
Gibco BRL Life Technology, Eggen-
stein, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Qiagen, Valencia,USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Gibco, Grand-Island, USA
Gibco BRL Life Technology, Eggen-
stein, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Karl Bleymehl, Reinraumtechnik
GmbH, Berlin, Deutschland
F.Watt. ICRF, London, England
Selbstansatz: 242g Tris Base, 57,1ml
Essigsdaure, 100ml 0,5M EDTA (pH
8,0) auf 1000ml Aqua bidest.
Perkin Elmer, Langen, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Bio-med Labordiagnostik GmbH, O-
berschleifheim, Deutschland
Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Sigma, Deideshofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Biochrom/Seromed, Berlin, Deutsch-
land
Branson Ultrasonic Corp, Danbury,
USA
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Verwendete Materialien Hersteller

Waage: MA AF 200 Sartorius GmbH, Géttingen, Deutsch-
land

Wasserbader: MS/M6 Lauda MS Laborgerite, Wiesloch, Deutsch-
land

Zellschaber Renner GmbH, Dannstadt, Deutsch-
land

Zentrifugenréhrchen Falcon, Heidelberg, Deutschland

3.1.1 Hautbiopsien

Als Versuchsmaterial dienten 35 Hautbiopsien aus der Gewebebank der Klinik
fiir Dermatologie und Allergologie, Charité, Universititsmedizin-Berlin. Die
Biopsien wurden zu diagnostischen oder kurativen Zwecken nach Einholen des
schriftlichen Einverstdndnisses der Patienten entnommen. Dabei handelte es sich
um: 7 x Psoriasis, 11 X Basaliom und 9 X Spinaliom. Fiir die Kontrollgruppe wurden

Biopsien gesunder Haut von 8 Patienten herangezogen.
3.1.2 Antikdérper

Der benutzte Antikérper MAB 4051 ist spezifisch gegen ACE (N-terminal) und
von Chemicon International Inc., Temecula, CA entwickelt. Es handelt sich um
einen monoklonalen Maus-Anti-ACE-Antikorper vom Isotyp 1gG1. Anwendung
findet er in der Immunhistochemie, Immunzytochemie, bei Immunoblot, Im-

munprizipitation und ELISA.

Auch die Darstellung mit Maus-Anti-ACE-Antikérper MAB 4055 und MAB
4056 wurde initial versucht, aber wegen unbefriedigender Ergebnisse wieder

aufgegeben.

Die Antikorper Anti-Angiotensinogen (VH-68), -Renin 2 und -Renin 3 wurden

freundlicherweise von J. Peters und U. Hilgenfeldt, Institut fiir Pharmakologie,
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Universitdt Heidelberg, zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich bei VH-68 um
einen Kaninchen-Antikoérper vom Isotyp IgG1l.und bei den Renin-Antikorpern

um polyklonale Kaninchen-Antikorper.

Die polyklonalen Antikdrper Anti- AT;-/ AT,-Rezeptor wurden von Santa Cruz,
Santa Cruz, CA, USA entwickelt und sind vom Isotyp IgG.

Tabelle 5: Benutzte Antikorper und ihre Subklassen, Spezifitaten und Hersteller

Antikorper |Subklasse Spezifitit Hersteller
Anti-
ACE (MAB 4051) |IgG, ACE (N-terminal) von|Chemicon International
Menschen, Affen, Ratten,|Inc., Temecula, CA
Hamster und Katzen
ACE (MAB 4055) |1gG; ACE  (N-terminal) von|Chemicon International
Menschen und Affen Inc., Temecula, CA
ACE (MAB 4056) |1gG, ACE (N-terminal) von |Chemicon International
Menschen Inc., Temecula, CA
Angiotensinogen |IgG; Humanes Angiotensinogen |Peters J, Hilgenfeldt U,
(VH-68-8) Institut fiir Pharmakologie,
Universitit Heidelberg
Renin (Renin 2) IgG, Humanes Renin Peters J, Hilgenfeldt U,
Institut fiir Pharmakologie,
Universitit Heidelberg
Renin (Renin 3) IgG, Humanes Renin Peters J, Hilgenfeldt U,
Institut fiir Pharmakologie,
Universitit Heidelberg
AT/ -Rezeptor IgG Humaner AT;-Rezeptor Santa Cruz, Santa Cruz,
CA, USA
AT,-Rezeptor IgG Humaner AT,-Rezeptor Santa Cruz, Santa Cruz,
CA, USA
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkulturen
3.2.1.1 Feeder Layer Zellen

Fiir optimale Wachstumsbedingungen wurden die Keratinozyten auf einem Fee-
der Layer aus 3T3 Maus-Fibroblasten (J2 Klone) kultiviert. Diese Zellen wurden
in DMEM Medium unter Zusatz von 100 IU/ml Penicillin, 100 pg Streptomycin
und 10 % FCS kultiviert und einmal wdchentlich im Verhéltnis 1:10 geteilt. We-
gen der spontanen Transformation und Alterung der 3T3 Zellen wurden alle drei
Monate die alten Zellen verworfen und durch neue aus niedriger Passage ersetzt.
Vor der Verwendung als Feeder-Layer wurde die Proliferation der konfluenten
3T3 Zellen durch zweistiindige Inkubation mit Mitomycin C (4ug/ml) inhibiert.
AnschlieBend folgte die Auslosung aus den Kulturflaschen mit Trypsin-EDTA,
die Teilung im Verhéltnis 1:3 und die Neuausssaat. Am Folgetag wurden die Ke-

ratinozyten auf die so generierten Feeder-Layer aufgebracht.
3.2.1.2 Keratinozyten

Die humanen Keratinozyten wurden nach Aufklirung und Einverstdndniserkl4-
rung der Eltern aus den Préputien von 14 Tage bis 10 Jahre alten Kindern nach
Circumcision aus medizinischen oder religiosen Griinden gewonnen. Die Haut-
proben wurden in 70 % -iger Ethanol-Losung 1 min vorsichtig steril gewaschen
und anschliefend vom subkutanen Fett befreit. Mit Hilfe eines Skalpells wurden
die Hautstiicke in schmale Streifen geschnitten und in einer Dispase Losung
(3mg/ml) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurden die mit Dispase behan-
delten Hautproben mehrfach in PBS (ohne Ca-und Mg) gewaschen. Mit einer
Pinzette wurde die Epidermis vorsichtig von der Dermis getrennt und in einer
0,25 % igen Trypsin Lésung fiir weitere 15 min bei 37°C inkubiert. Die Kerati-
nozyten wurden iiber einen 40um Filter in ein Falcon Réhrchen iiberfiihrt. An-
schlieBend erfolgte die Inaktivierung des Trypsins mit FCS, und die Keratinozy-

ten wurden nach mehrmaligem Waschen mit PBS in Wachstumsmedium
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aufgenommen. Mittels Tryptanblaufarbung wurde die Viabilitit der Keratinozy-
ten Uberpriift. Dann wurden die Keratinozyten auf die Mitomcyin C behandelten
3T3 Feeder-Layer mit einer Zelldichte von 5 x 105 Zellen pro 75 cm? ausgesiit.
Das Wachstumsmedium fiir die Keratinozyten (FAD-Medium) hatte folgende
Zusammensetzung: drei Teile Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
plus ein Teil F12 Medium angereichert mit Adenin (1,8 x 10-4 M), Hydrocorti-
son (0,5 pg/ml), Insulin (5ug/ml), Choleratoxin (10-10 M) und EGF (10mg/ml).
Ein Austausch des Wachstumsmediums fand dreimal pro Woche statt. Wenn die
Keratinozyten eine Dichte von 70 % erreicht hatten, wurden die 3T3 Feeder
Layer Zellen zuerst mit 0.02 % EDTA entfernt und darauthin der Feeder-Layer
anschlieBend mit Trypsin-EDTA (0.05% Trypsin; 0.02 % EDTA) abgelost. Die
Keratinozyten wurden im Verhiltnis 1:3 geteilt und wieder ausgesét. Fiir die

Versuche wurden ausschlieBlich Zellen in Passage 3-5 verwendet.
3.2.1.3 Melanozyten

Die Melanozytenisolierung aus der Epidermis erfolgte nach dem gleichen
Schema wie die der Keratinozyten. Fiir die Kultivierung der Melanozyten sind
keine Feeder Layer notwendig. 1 bis 2 x 106 Zellen aus der Keratinozyten-
Préaparation wurden auf Kollagen beschichtete Petrischalen in einem Volumen
von 10 ml eines speziellen Melanozyten—Mediums ausgesit. Durch Zusatz von
PMA wurde das Wachstum der gleichzeitig ausgeséiten Keratinozyten in den
Melanozytenkulturen inhibiert, so dass die Melanozytenkulturen nach zwei Pas-
sagen 100% rein waren. Als Kulturmedium wurde ein serumfreies Melanozy-
tenwachstumsmedium verwendet, das mit bovinem Hypophysenextrakt und

Phorbolester angereichert war.
3.2.1.4 Dermale Fibroblasten

Fiir die Isolierung der dermalen Fibroblasten wurde die Haut zuerst iiber Nacht
mit Dispase behandelt. Nach Abtrennung der Epidermis von der Dermis wurde

die Dermis mit Hilfe einer Schere in 2-4 mm grof3e Stiicke geschnitten und in
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einer Kollagenase Losung (10 mg/g Dermis) bei 37 °C unter Schiitteln eine
Stunde verdaut. Ungeloste Gewebereste wurden durch Filtration iiber einen

40um Filter entfernt. AnschlieBend wurden die so gewonnenen Fibroblasten in

DMEM Medium unter Zusatz von Antibiotika und FCS (5%) kultiviert.
3.2.1.5 Dermale mikrovaskuldre Endothelzellen (MVECs)

Dermale mikrovaskuldre Endothelzellen wurden ebenfalls aus Priputien gewon-
nen. Die Haut wurde in kleine Stiicke geschnitten und in 0.25 % Trypsin/PBS
tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgte zweimaliges Waschen der Hautstiicke
mit PBS und die vorsichtige Trennung der Epidermis von der Dermis. Endothel-
zellen wurden mit Hilfe eines stumpfen, runden Skalpells vorsichtig aus der
Dermis ausgepresst, durch einen 100um Nylon-Filter in ein Falcon—Ro6hrchen
tiberfiihrt und 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
DMEM resuspendiert, mit ECGF, ImM Natriumpyruvat, MEM-nicht essentiel-
len Aminosduren sowie Heparin 50U/ml ergédnzt und auf Kollagen A bedeckte
Petrischalen ausgesit. Nach 10 Minuten wurden die Uberstinde abgegossen, um
die nicht adhdrenten Zellen aus den Petrischalen zu entfernen. Anhaftende
MVECs wurden in Endothelzellmedium bis zur dritten Passage kultiviert. Durch
immunhistochemische Férbungen (Cytospins) mit Antikérpern gegen von-
Willebrand Faktor erfolgte eine regelméfige Kontrolle der Zellreinheit, die im-

mer Uber 95% erreichte.

3.2.2 Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)
3.2.2.1 Prinzip der RT-PCR

Die PCR wurde erstmalig 1984/1985 durch Kary B. Mullis, Kalifornien, als Ver-
fahren beschrieben (saiki et al., 1985). Sie beruht auf dem Doppelstrang-Prinzip der
DNA und ermdglicht die Amplifizierung beliebiger DNA-Abschnitte und damit
den Nachweis bestimmter Gensequenzen bzw. auch ganzer Gene. Heute ist die
RT-PCR das meistverbreitete Verfahren zur Charakterisierung und zum quantita-

tiven Nachweis von mRNA in verschiedenen Proben (Orlando et al., 1998).



3.2.2.2 Primer bei der RT-PCR

Tabelle 6: Benutzte Primer mit Sequenz, Lénge und Zyklenzahl
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Primer,

spezifisch fiir-

Sequenz

Lange

Zyklen-

zahl

ACE

Upstream 5’-AGG TTG AGA CTG DGC
AGG TGC TTG G-3’

Downstream 5’-GGA CGC GGA GGA
TGT TTA AGG-3’

388 bp

38

Renin

Upstream 5°-ACC TCA AGA CTG GTG
TCT GGC-3°

Downstream 5’-CCA ATG CGG TTG TTA
CGC CG-3°

426 bp

38

Angiotensinogen

Upstream 5’-AGC CTC ACT ATG CCT
CTGACCTGG-3’

Downstream 5’-TGA CAC ATC GCT GAT
TTG TCC G-3°

526 bp

38

AT -Rezeptor

Upstream 5°-CCC AAA GCT GGA AGG
CAT AAT T-3°

Downstream 5°’-GAC GCT GGC TGA
AGC AAT CTT-3°

270 bp

38

AT,-Rezeptor

Upstream 5°CTG CTG TTG TTC TGG
CCTTCAT-3’

Downstream 5’-ACT CTC TCT TTT CCC
TTG GAG CC-3°

263 bp

38

3.2.2.3 Durchftihrung der RT-PCR

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den verschiedenen Zelltypen wurde mit dem

»RINA Isolation Kit* der Firma Qiagen durchgefiihrt.

Die unterschiedlichen Zellen wurden in 350ul Lyse-Puffer lysiert. Danach wur-

den die Proben auf eine QIAshredder-Saule (Qiagen) gegeben und bei 14000
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U/min 3 min bei 4°C zentrifugiert. Es folgte die Mischung des RNA-haltigen
Zentrifugats mit 70% igem Ethanol im Verhiltnis 1:1. Anschliefend wurde die-
ses Gemisch auf eine RNeasy spin-Sdule gegeben und fiir 15 Sekunden mit
10000 U/min zentrifugiert. Dadurch wurde die Bindung der RNA an das Sau-
lenmaterial erreicht. Nun folgte die Entfernung der genomischen DNA aus der
Sdule. Zu diesem Zweck wurde nach dem ersten Waschen mit dem RW1 Puffer
1ul DNAse I in 80 ul DNAse-Puffer auf die Saule gegeben und bei Raumtempe-
ratur 15 min inkubiert. Danach wurde die Sdule nochmal mit RW1 und schlieB3-
lich zweimal mit RPE-Puffer gewaschen. Die Gesamt-RNA wurde aus der Sdule
mit 30 ul RNAse freiem Wasser eluiert. Eine weitere Reinigung der RNA von
der DNAse erfolgte durch eine Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion
der Proben. Die Phenol-Phase wurde durch Zentrifugation der Proben {iber ein
Phase-Lock System (Fa. Roche) von der wissrigen Phase quantitativ getrennt.
Anschliefend wurde RNA aus der wissrigen Phase durch Zugabe von 3 M K-
Acetat und ein Co-prézipitations-System isoliert, nach Waschen mit Ethanol ge-
trocknet und in 30 ul Wasser aufgenommen. Die Gesamtmenge der RNA wurde
spektrophotometrisch mit einer UV-Absorption bei 260 nm bestimmt. Auf einem
mit Ethidiumbromid angefarbten 1.5 % igen-Agarosegel wurde die Qualitét der

RNA untersucht.

Die Transkription der RNA in cDNA wurde mit dem 1st Strand cDNA Synthesis
Kit (Fa. Roche) fiir RT-PCR (AMYV) wie folgt durchgefiihrt:

Es wurde ein Mix aus 2.0ul 10x Reaktions-Puffer, 4.0ul 25mM MgCl2, 2.0ul
Desoxynukleotid-Mix, 2.0ul Random Primer, 1.0pul RNAse Inhibitor, 0.8 pl Re-
verse Transkriptase und abhidngig von der RNA Konzentration ca. 5ul RNA
Proben hergestellt und mit sterilem Wasser auf 20.0ul Gesamtvolumen aufge-

fillt. Die Proben wurden zuerst fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur und an-

schlielend fir 60 Minuten bei 42 °C inkubiert.
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Amplifiziert wurde die cDNA durch PCR in einem Endvolumen von 50ul mit
25 ul Master-Mix und je 2.5ul spezifischen Primern fiir Gene von ACE, Renin,
Angiotensinogen, AT;- und AT,-Rezeptoren. Die PCRs liefen tliber 38 Zyklen.

Fiir die PCR von ACE, Renin und Angiotensinogen wurde folgendes PCR-
Programm durchgefiihrt: 5 min 94°C, 38 Zyklen 45 sec bei 94°C, 45 sec bei
65°C, 45 sec 72°C, anschlielend 10 min bei 72°C.

Fiir die PCR von AT, und AT, wurde ein Touch-Down Programm durchgefiihrt.

Dabei wurde die Annealing Temperatur bei den ersten zehn Zyklen von 65°C
jeweils um ein Grad bis auf 55°C heruntergesetzt und anschlieBend mit 55°C bei

weiteren 28 Zyklen ampfliziert.
3.2.3 Angiotensin II enzymatisches immunometrisches Assay (EIA)

Das Prinzip dieser Bestimmung liegt in der Bindung von aus den Zellen extra-
hiertem Ang II an Ang II spezifische, monoklonale Antikdrper, die an eine 96-
Loch-Mikrotiter-Platte gebunden sind. Nach immunologischer Reaktion von
Ang Il mit dem Antikoérper wird der entstandene Komplex kovalent mit Hilfe
von Glutaraldehyd iiber seine Aminogruppen an die Platte vernetzt. Der quanti-
tative Angiotensin-Nachweis erfolgt schlieBlich spektrophotometrisch (volland et

al., 1999).

Im Einzelnen werden folgende Schritte durchgefiihrt:
3.2.3.1 Vorbereitung der Keratinozyten-Kulturen

Vor der Messung einer etwaigen spontanen Angiotensin Synthese der Keratino-
zyten wurden die Zellen 24 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert. Die Zel-
len wurden dann dreimal mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber (Renner
GmbH, Deutschland) in 1ml PBS von den Kulturschalen abgekratzt und mit ei-
nem Ultraschall-Homogenisator (Branson Ultrasonic, USA) homogenisiert. An-

schlieBend wurden die Homogenate zentrifugiert und bei —80°C aufbewahrt. Die
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Messung der Angiotensinkonzentration erfolgte in den Homogenaten und im

Zellkultur-Uberstand.

Fiir die Identifikation moglicher Stimuli der Ang II Synthese in humanen, primai-
ren Keratinozyten wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit 2 ng/ml Interleukin-6
(I1-6), 10 ng/ml EGF (epidermal growth factor), 50 pg/ml TNFa (tumor necrosis
factor o) oder 50 pg/ml TGFB (transforming growth factor ) inkubiert. Die In-
kubationen erfolgten mit und ohne Zusatz von 10-5 M ACE-Hemmer, um zwi-
schen bereits vorhandenem Ang II und in der Stimulationsphase tatsachlich neu

gebildetem Ang II zu unterscheiden.
3.2.3.2 Extraktion des Angiotensin II aus Zellhomogenaten

Zu diesem Zweck wurden die Homogenate in PBS verdiinnt und anschlieBend

auf Peptid-spezifische Sdulen (Waters, USA) aufgetragen.

Im einzelnen wurden die Sdulen zunichst mit 1 ml Methanol und anschlieBend
mit 1 ml Wasser vorgespiilt. Dann wurde 1 ml Zellhomogenat auf die Sdulen
aufgetragen und mit 1 ml Wasser gewaschen. Die Peptide wurden anschlie3end
mit 0,5 ml Methanol von der Saule eluiert. Mit Hilfe einer Vakuum-
Zentrifugation erfolgte die Entfernung der Methanolphase, die Probe wurde in
0,5 ml EIA Puffer aufgenommen und bei 3000 g fiir 10 Minuten bei 4°C zentri-
fugiert.

3.2.3.3 Vorbereitung der EIA Reagenzien

EIA Puffer:
Dem in dem Kit enthaltene Lyophylisat wurden 50 ml destilliertes Wasser hin-
zugefiigt, die Mischung fiinf Minuten stehen gelassen und anschlieBend vorsich-

tig bis zur kompletten Losung aller Bestandteile gertihrt.

Angiotensin II Standard:
Der im Kit enthaltene Flascheninhalt wurde in 1 ml destilliertem Wasser aufge-

nommen. Die Konzentration des Standards betrug 125 pg/ml. Durch weitere
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Verdiinnungen wurde dann folgende Standardreihe hergestellt: 125 pg/ml (S1),
62.5 pg/ml (S2), 31.25 pg/ml (S3), 15.63 pg/ml (S4), 7.81 pg/ml (S5), 3.91
pg/ml (S6), 1.95 pg/ml (S7) und 0.98 (S8) pg/ml.

Qualititiatskontrolle:
Als Qualititskontrolle wurde eine vorgegebene Konzentration von 2pg/ml Angi-

otensin II in 1 ml destilliertem Wasser aufgelost und mitgemessen.

Anti-Angiotensin II IgE:
Anti-Angiotensin II IgE wurde in 10 ml EIA Puffer aufgenommen.

Glutaraldehyd:
100pl Glutaraldehyd wurden mit 5 ml verdiinntem Waschpuffer gemischt.

Boran-Trimethylamin:
Kurz vor Gebrauch wurde Boran-Trimethylamin in 5 ml einer 2N HCl/Methanol

(50/50, v/v) Losung aufgenommen.

Ellman’s Reagenz:
Fiinf Minuten vor Gebrauch wurde Ellman’'s Reagenz in 1 ml konzentriertem
Waschpuffer aufgenommen und anschlieend auf 50 ml mit destilliertem Wasser

aufgefullt.

Waschlosung:
2 ml konzentrierter Waschpuffer wurden auf 0.8 1 Endvolumen mit Wasser ver-

diinnt und mit 400ul Tween 20 versetzt.

Plattenvorbereitung:
Vor Gebrauch wurden die Platten mit 300ul Waschpuffer fiinfmal gewaschen
und die Restfliissigkeit durch Abklopfen der Platten entfernt.
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Abbildung 3: Beispiel Plattenformat

Blk : Blank (leer)

NSB : Nicht-Spezifische Bindung
B0 : Maximale Bindung

TA : Total Aktivitat

S1-S8 : Standards 1-8

1-24 : Proben oder Qualitdtskontrolle

3.2.3.4 Inkubation und Waschen der Platten

Jeweils 100ul Standard und Proben wurden auf die Platten aufgetragen und eine
Stunde bei Raumtemperatur unter langsamem Schiitteln inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurde in jedes Well (auBler Blank) 50ul Glutaraldehyd-Losung gege-
ben und weitere fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte
die Zugabe von Boran-Trimethylamin (50 pl pro Well [auBBer Blank]), und die
Proben wurden fiir weitere fiinf Minuten bei Raumtemperatur vorsichtig ge-

schiittelt.

Die Platten wurden fiinfmal mit Waschpuffer (300ul pro Well) gewaschen und -
um die Fliissigkeitsreste zu entfernen - heftig mit der Oberseite nach unten auf
Papiertiicher geklopft. Nach Zugabe von 100 pl anti-Angiotensin II IgG (aufler
Blank) wurden die Platten mit einem Parafilm bedeckt und iiber Nacht bei 4°C
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inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten flinfmal mit Waschpuffer (300ul)
gewaschen. Nach dem letzten Waschvorgang wurden in jedes Well nochmals

300ul Waschpufter hinzugegeben und fiir weitere fiinf Minuten inkubiert.

Nach der Entfernung der Restfliissigkeit wurden jeweils 200 pl Ellman‘s Rea-
genz in jedes Well hinzugefiigt und fiir weitere 30 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten in einem Mikrotiter-
Platten-Messspektrometer (Dynatech, USA) bei 405 nm gemessen. Die Auswer-
tung der Daten erfolgte mit Graph-Prism 2.

3.2.4 Einbettung von Hautbiopsien

Die Exzisate wurden nach Schockgefrierung in fliissigem Stickstoff im Gefrier-
mikrotom (Kryostat) in Kryomatrix (Tissue Tek, USA) eingebettet und dann bei
— 80°C gelagert.

3.2.5 Herstellung von Gefrierschnitten

Mittels Kryostat wurden von den Hautbiopsien bei etwa —28 °C 4 um diinne
Schnitte angefertigt. Diese Gefrierschnitte wurden dann auf mit Aminosilane-
Losung beschichtete Objekttrager aufgebracht, 2 bis 24 Stunden bei Raumtem-
peratur luftgetrocknet und anschlieend fiir 10 Minuten bei —20°C in 10% Ace-
tonlosung fixiert. Nach wiederholter Lufttrocknung bei Raumtemperatur wurden

sie bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei -20°C aufbewahrt.

3.2.6 Alkalische Phosphatase - Anti - Alkalische Phosphatase (APAAP)
3.2.6.1 Prinzip der APAAP - Technik

Diese von Cordell et al. 1984 erstmals beschriebene immunenzymatische Fér-
bemethode nutzt eine Enzym—Substratreaktion, um farblose Chromogene in ein
gefdrbtes Endprodukt umzuwandeln. Das Enzym Alkalische Phosphatase

stammt aus dem Darm von Kéalbern.
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Schematische Darstellung der APAAP Technik

Intestinale alkalische )

Phosphatase vom Kalb

Monoklonaler > c: APAAP Komplex

Maus-anti-alkalische
Phosphatase Antikorper

/
b b: Anti-Maus Ig

)

a a: Primarer monoklonaler
Mausantikorper

A

Antigen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der APAAP Technik

Die Primérantikorper gegen die gesuchten Antigene werden mit einem Medium
versetzt, welches Rinderalbumin enthélt. Dieses lagert sich an elektrisch gelade-
ne Gewebselemente an und verhindert so eine Adsorption der Antikdrper. Hat
der Antikorper an das Antigen gekoppelt, lagert sich der APAAP-Komplex an
die Antikorper-Antigen-Verbindung an. Um eine Bindungsstelle des Antikorpers
fiir diesen Maus-APAAP-Komplex freizuhalten, muss Briickenantikdrper im
UberschuB dazugegeben werden. Eine unspezifische Kreuzreaktion des Briicke-
nantikérpers mit dem humanen Gewebe wird durch humanes AB-Serum verhin-
dert, welches im Verdiinnungsmedium fiir Briickenantikérper und APAAP-
Komplex enthalten ist. Durch diese Briickenantikorper und den APAAP-
Komplex bildet sich in mehreren Inkubationszyklen eine komplexe Verbindung,
wenn das gesuchte Antigen vorhanden ist (siche Abb.4 und Abb.5). Wiederholte
Inkubationen fiihren zu zusétzlichen Anlagerungen der Enzymmolekiile an die

Antigen-Bindungsstelle und bewirken so eine gesteigerte Farbreaktion (rot) bei
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Entwicklung in hexazotierter Astraneufuchsin-Entwicklungslésung, einer chro-
mogenen Substratlosung fiir Alkalische Phosphatase. Eine Gegenfarbung zur

Kontrastdarstellung erfolgt mit Mayers saurem Hédmalaun.

Schematisches Diagramm der amplifizierten APAAP Technik

Legende:
a = Primdrer monoklonaler Antikdrper

b = Anti-Maus Ig
¢ = APAAP Komplex

1,2,3 = Nummer der Inkubationszyklen

Abbildung 5: Schematisches Diagramm der amplifizierten APPAP Technik

3.2.7 Versuchsablauf
3.2.7.1 Vorbereitung

Die aufgetauten und luftgetrockneten Gefrierschnitte wurden flach in den mit
feuchtem Tuch ausgelegten APAAP-Kasten (Feuchtkammer) gelegt, und jeder
Gewebespot wurde mit einem hydrophoben PAP-Pen umkreist, um das Ausei-

nanderflieBen der spiter aufgetropften Reagenzien zu vermeiden.
3.2.7.2 Inkubation mit dem Primé&r-Antikérper

Auf jeden Gewebespot wurden 40 pl des jeweiligen Primérantikorpers gegeben.
Mit einem Medium aus 2,5 ml RPMI 1640 Medium ohne L-Glutamin, 22,5 ml

destilliertem Wasser und 2,5 ml Rinderserum (vor Gebrauch inaktiviert im Was-
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serbad bei 56°C fiir 30 min.) wurden die Primérantikorper entsprechend ihrer
bestimmten Titer verdiinnt (s. Titerbestimmung). Nun erfolgte eine 30 miniitige

Inkubation bei geschlossenem Deckel und Raumtemperatur.

Als Negativkontrolle diente ein Prédparat, das nur mit Verdiinnungslosung ohne

Primédrantikdrper inkubiert wurde.
3.2.7.3 Spilung der Gewebeschnitte in TBS

Die Schnitte wurden entnommen und in den Objekttragerstinder gestellt. Die
Praparate wurden sorgfiltig gespiilt, indem sie nacheinander in vier mit Tris-

gepufferter Salzlosung (TBS) 0,05M gefiillten Kiivetten geschwenkt wurden.

TBS 0.05 M wurde folgendermalen hergestellt:
1,80 g Tris-Base

13,76 g Tris-Hydrochlorid und

17,56 g Natriumchlorid

Die pH-Einstellung auf 7,4-7,6 erfolgte mit 2 N HCI bzw. 2 N NaOH. Die {iber-
schiissige Fliissigkeit wurde vorsichtig abgeklopft und die Objekttrager wurden
wieder nebeneinander flach in den APAAP-Kasten gelegt.

3.2.7.4 Zwischeninkubation bei polyklonalen Antikérpern

Im Falle von Angiotensinogen, Renin 2 und Renin 3 war der Antikdrper nicht
von der Maus, sondern vom Kaninchen, so dass vor den Inkubationen eine 30
minlitige ,,mousefication* erforderlich war. Hierbei wurde der polyklonale Anti-
korper mit einer sogenannten mouse-anti-rabbit-Antikorperlosung (m.a.r.; Mo-
noclonal Mouse Anti-Rabbit Ig, DAKO, Glostrup/Danemark) mit demselben
Verdiinnungsmedium auf 1:200 verdiinnt, das auch beim Primérantikorper ver-
wendet wurde. Auf jeden Gewebespot wurden 40 pl mouse-anti-rabbit-
Antikérperldsung aufgetragen. Die 30 miniitige Inkubation zur Uberfithrung in

das monoklonale Maus-System und anschlieende Spiilung erfolgten wie zuvor.



Seite 56

3.2.7.5 Inkubation mit dem Briickenantikérper

Die Schnitte wurden nun mit 40 pl Briickenantikorper Kaninchen-anti-Maus-
Immunglobulin (Rabbit Anti-Mouse Immunglobulin, DAKO, Glostrup/ Dine-
mark) benetzt, das durch Mischung mit einem Medium (pH 7,4 — 7,6) aus 25ml
RPMI 1640 Medium ohne L-Glutamin und 5 ml humanem AB-Serum (vor
Gebrauch inaktiviert im Wasserbad bei 56°C fiir 30 min.) in einer Verdiinnung
von 1:40 vorlag. Wieder folgte eine 30 miniitige Inkubation gefolgt von fiinf
fiinfminiitigen Spiilungen in TBS, vorsichtigem Abklopfen der iiberschiissigen

Flissigkeit und Zuriicklegen der Objekttrager in den APAAP-Kasten.
3.2.7.6 Inkubation mit dem APAAP-Komplex

Nun wurden die Schnitte mit 40 ul APAAP-Komplex (APAAP, Mouse Monoc-
lonal, DAKO, Glostrup/Dénemark), der mit dem gleichen Verdiinnungsmedium
des Briickenantikorpers auf 1:40 verdiinnt war, wieder fiir 30 Minuten inkubiert

und fiinf Mal in TBS gewaschen (siehe oben).
3.2.7.7 Wiederholte Inkubation mit Briickenantikbérper und APAAP-Komplex

Erneut wurden 40 pl Briickenantikorper (1:40) aufgetragen, 10 Minuten inku-
biert und gespiilt.

Eine abschlieBende 10 miniitige Inkubation wurde nochmals mit dem APAAP-

Komplex (40 pl, 1:40) durchgefiihrt.
Bis zur Entwicklung konnten die Priparate im TBS-Puffer stehenbleiben.
3.2.7.8 Farbung in hexazotierter Astraneufuchsin-Entwicklungslésung

Zunichst wurden folgende Losungen angesetzt:

Losung A)

62,5 ml Propandiol-Stamml6ésung 0,2 M wurden mit 175 ml Tris-Puffer aus
0,98 g Tris-Base

0,30 g Tris-HCl und

1,74 g NaCl
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in 200ml destilliertem Wasser verriihrt. Davon wurden 175 ml entnommen und
mit 100 mg Levamisole (inhibiert die endogene Alkalische Phosphatase) auf

dem Magnetriihrer vermischt.

Losung B)
125 mg Naphthol AS-BI Phosphat (Substrat) wurden in 1,5 ml NN-
Dimethylformamid (DMF) gelost.

Losung C)
50 mg Natriumnitrit wurden in 1250 pl destilliertem Wasser aufgelost. An-
schlieBend wurden 500 pl Neufuchsin tropfenweise innerhalb von 60 sec. dazu-

gegeben (Natriumnitrit aktiviert Neufuchsin zu rotem FarbstofY).

Waren die Losungen A, B und C vorbereitet, wurde Losung C zu A gegeben.
Das Gemisch wurde verriihrt und anschlieBend Losung B hinzugegeben. Mit 2N
Salzsdure wurde der pH-Wert mittels pH-Meter auf 8,8 eingestellt. Die Losung
wurde durch Filterpapier in eine Kiivette gefiltert. Der Objekttragerstinder mit
den Gewebeschnitten wurde in diese Kiivette hineingestellt. Die 30 miniitige
Entwicklung fand auf dem Schiittler statt. War das spezifische Antigen vorhan-
den, kam es durch die im APAAP Komplex enthaltene Alkalische Phosphatase
zur Umsetzung von Neufuchsin zu einem roten Farbstoff und damit zur spezifi-

schen Anfarbung der das Antigen enthaltenden Gewebestrukturen.

Nach abgeschlossener Entwicklung wurden die Schnitte in TBS mehrmals ge-

waschen.
3.2.7.9 Gegenfdrbung mit Mayer's saurem Hdmalaun

Die Gegenfiarbung erfolgte fiir 5 Minuten in einer mit Mayer's saurem Hidma-
laun gefiillten Kiivette. AnschlieBend wurde nochmals drei bis fiinf Mal mit

TBS-Puffer gewaschen.
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3.2.7.10 Eindecken

Die tiberschiissige Fliissigkeit wurde vorsichtig abgeklopft und um die Gewebe-
spots herum abgewischt. Die Schnitte wurden mit ein bis zwei Tropfen Kaisers

Glyceringelatine und Deckplattchen luftblasenfrei eingedeckt.
3.2.8 Stammldsungen

Die benutzten Stammldsungen setzten sich folgendermallen zusammen:
Aminosilane Lésung 0,2%:

200 ul 3-Aminopropyltrietoxy-silane wurden in 100 ml Aqua dest. gelost.
Propandiol-Stammlésung 0,2 M:

21 g 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol wurden in 1 1 Aqua dest. geldst und bei

4°C 1n einer dunklen Flasche aufbewahrt.
Neufuchsin-Stammldsung:

5 g Neufuchsin wurden in 100 ml 2N Salzsdure auf dem Schiittler gelost und

ebenfalls bei 4°C in einer dunklen Flasche gelagert.
Mayer’s saures Himalaun:

1 g Hamatoxilin, 0,2 g Natriumjodat und 50 g Kalialaun (Aluminiumkaliumsul-
fat-Dodecahydrat) wurden iiber Nacht in 1 1 Aqua dest. auf dem Magnetriihrer
gelost. Vorsichtig wurden 50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensédure (Citronen-
sdure-Monohydrat) hinzugefiigt und wieder {iber Nacht auf dem Schiittler gelost.
Vor Verarbeitung musste das Gemisch dann fiir mindestens sieben Tage in einer

dunklen Flasche reifen. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.
3.2.9 Titerbestimmungen

In Voruntersuchungen wurde der Verdiinnungstiter der benutzten Primarantikor-
per festgelegt. Hierzu erfolgte die Farbung nach APAAP-Technik mit den Prima-
rantikdrpern in unterschiedlichen Titrationsrethen an Gefrierschnitten gesunder

Haut. Ziel war es, die grofite spezifische Farbintensitdt bei minimaler Hinter-
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grundfarbung zu erlangen. Die ermittelten Titer fiir jeden Priméarantikorper sind

in der folgenden Tabelle aufgelistet:

Tabelle 7: Endverdiinnung der Primérantikorper

Priméirantikorper Verdiinnung
MAB 4051 ACE 1:1000
VH 68-8 Angiotensinogen 1:2000
Renin 2 1:1000
Renin 3 1:2000
AT;-Rezeptor 1:100
AT,-Rezeptor 1:200
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4 Auswertung

4.1 Nachweis der RAS-Komponenten mittels RT-PCR
4.1.1 Angiotensinogen, Renin und Angiotensin-Converting-Enzym

Mittels RT-PCR wurde in allen kutanen Zellen in Primérkultur (Keratinozyten,
Melanozyten, dermalen Fibroblasten und MVECs) die Expression der mRNA

fiir alle drei RAS Komponenten (Angiotensinogen, Renin und ACE) untersucht.
4.1.1.1 Angiotensinogen

Bei der Amplifikation von cDNA aus Keratinozyten, Melanozyten, Fibroblasten
und mikrovaskuldren Endothelzellen zeigte sich bei Einsatz von Primern zur
Detektion von Angiotensinogen ein Signal fiir ein Amplifikationsprodukt der

erwarteten Grof3e von 524 bp.

Ker Mel Fib MVEC

Abbildung 6: Angiotensinogen mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskuldre Endothelzellen)

Die Angiotensinogen-Expression war besonders ausgepriagt in Melanozyten; in
den MVECs fand sich nur ein schwaches Signal. Eine genaue quantitative Aus-
sage ist bei diesem Versuchsansatz jedoch nicht méglich (nicht-quantitative RT-

PCR) und wurde auch nicht angestrebt.
4.1.1.2 Renin

Bei Einsatz von Primern zur Detektion von Renin zur Amplifikation von cDNA
aus Keratinozyten, Melanozyten, Fibroblasten und mikrovaskuldren Endothel-
zellen zeigte sich ein Signal fiir ein Amplifikationsprodukt der erwarteten Grof3e

von 426 bp.
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Das Signal fiir Renin mRNA war in allen untersuchten Zellen, aufler in Melano-

zyten, stark ausgepragt.

Ker Mel Fib MVEC

Abbildung 7: Renin mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskulidre Endothelzellen)

4.1.1.3 Angiotensin-Converting-Enzym

Abbildung 8: ACE mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskulare Endothelzellen)

Die Amplifikation von cDNA zur Detektion von Angiotensin-Converting-
Enzym erbrachte in allen untersuchten Zellen ein positives Signal fiir ein Pro-
dukt der erwarteten Grofle von 388bp. Wie schon Renin scheint auch ACE in

Melanozyten am schwichsten exprimiert.

Zusammenfassend lésst sich also sagen, dass alle zur Ang II Synthese nétigen

Komponenten des RAS in allen untersuchten kutanen Zellen vorhanden sind.
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4.1.2 Angiotensin-Rezeptoren

4.1.2.1 AT;-Rezeptor

Ker Mel Fib MVEC

Abbildung 9: AT, mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskulidre Endothelzellen)

Die Amplifikation der cDNA aus primdren Keratinozyten, Melanozyten, derma-
len Fibroblasten und mikrovaskuldren Endothelzellen mit Primern zum Nach-
weis des AT, -Rezeptors erbrachte fiir alle Zellen ein deutlich postives Signal fiir

ein Amplifikationsprodukt der erwarteten GroB3e von 270 bp.

4.1.2.2 AT,-Rezeptor

AT - receptor 263 bp

=, iy G

Ker Mel Fib MVEC

Abbildung 10: AT, mRNA Expression in kutanen Zellen (Ker=Keratinozyten, Mel=Melanozyten,
Fib=Fibroblasten, MVEC=mikrovaskuldre Endothelzellen)

Die Amplifikation von cDNA zur Detektion des AT,-Rezeptors erbrachte in Ke-
ratinozyten, dermalen Fibroblasten und mikrovaskuldren Endothelzellen ein po-
sitives Signal fiir ein Produkt der erwarteten Grofle von 263bp. Melanozyten

scheinen den AT,-Rezeptor nicht zu exprimieren.
4.2 Angiotensin II Synthese durch Keratinozyten

Zum Nachweis der Fahigkeit kutaner Zellen zur autonomen Ang II Synthese
wurde exemplarisch das Vorkommen bzw. die Konzentration von Ang II in Ho-
mogenaten von Keratinozyten mittels enzymatischem immunometrischem Assay

gemessen.
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Die Messungen ergaben eine mittlere basale Konzentration von 9,75 pmol/mg
Angiotensin II. Ang II war dariiber hinaus auch in den Uberstinden der Kerati-

nozyten nachweisbar und zwar in einer Konzentration von 30 pg/ml.

Die Ang II Synthese war durch Inkubation der Zellen mit 2 ng/ml Interleukin-6
(I1-6) und 10 ng/ml EGF (epidermal growth factor) um etwa 100% stimulierbar.
Diese Stimulation konnte durch Koinkubation mit 10 -5 M ACE-Hemmer ver-
hindert werden. Je 50 pg/ml TNFo und TGFB hatten keinen Einfluss auf die Ang
IT Synthese. Die in diesen Versuchen um etwa eine Zehnerpotenz niedrigere
Konzentration von Ang II in den Uberstéinden ist mit einer geringeren Zelldichte

wahrend des Versuches erklarbar.
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Tabelle 8: Synthese von Ang II in Keratinozyten; angegeben sind jeweils drei unabhingige Messwerte, der

Mittelwert sowie die Standardabweichung; Einheit: pg/ml

Abbildung 11: Synthese von Ang II in Keratinozyten

ohne ACE- | mit ACE- | ohne ACE- | mit ACE- | ohne ACE- mit ACE-
Hemmer Hemmer Hemmer Hemmer Hemmer Hemmer
Messwerte | Messwerte | Mittelwert | Mittelwert | Standard- Standard-
abweichung | abweichung
basal 2.9 3,7
basal 3,1 37 2,93 3,65 0,15 0,09
basal 2,8 3,55
TNFa 3.8 4.2
TNFao 4,1 4,25 3,90 4,08 0,17 0,25
TNFa 3.8 3,8
1L-6 6,5 2,6
TL-6 6,15 2,6 6,30 2,57 0,18 0,06
I1L-6 6,25 2,5
TGFB 2,95 4.2
TGFB 32 4,3 3,05 4,23 0,13 0,06
TGFB 3 4.2
EGF 6,2 2,6
EGF 6,25 2,75 6,35 2,63 0,22 0,10
EGF 6,6 2,55
8,00
7,00
E' 6,00
(o)}
< 5,00 -
E 4,00 | ohne ACE-Hemmer
2 mmit ACE-Hemmer
& 3,00 1 ;
0
2 2,00 |
<
1,00 -
0,00
basal TNFa IL-6 TGFb EGF
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4.3 Nachweis der RAS-Komponenten mittels immunhistoche-

mischer Farbungen
4.3.1 Angiotensinogen, Renin und Angiotensin-Converting-Enzym

4.3.1.1 Angiotensinogen

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikérper ge-

gen humanes Angiotensinogen; scale bar 100pum. Die Abb. zeigt ein représentatives Préparat von insgesamt acht

untersuchten.

Abbildungen 12 und 13 sind typische Beispiele fiir Inkubationen mit Antikor-
pern gegen Angiotensinogen. Die gesamte Epidermis ist von Stratum basale {iber
Stratum spinosum bis Stratum granulosum homogen durchfarbt. Im Stratum
corneum fehlt jegliche Anfarbung. In der Dermis zeigen die GefiBwinde ein

deutlich positives Signal.
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Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikorper ge-
gen humanes Angiotensinogen; scale bar 25pm. Die Abb. zeigt ein reprasentatives von insgesamt acht untersuch-

ten Priparaten.
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4.3.1.2 Renin
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Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikorper ge-
gen humanes Renin; scale bar 100pum. Die Abb. zeigt ein reprasentatives Praparat von insgesamt acht untersuch-
ten. S=Schweilldriisen, G=Gefdlwand.

Auch bei Nutzung von Antikérpern gegen Renin zeigte sich in der gesamten E-
pidermis bis auf das Stratum corneum eine deutliche Farbreaktion. Wie in Ab-
bildung 14 (Markierung S) ersichtlich, zeigen die Schweilldriisen der Dermis

positive Signale. Auch die GefaBwénde (G) exprimieren Renin.



Seite 68

4.3.1.3 Angiotensin-Converting-Enzym

Abbildung 15: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem monoklonalen Antikorper ge-
gen humanes ACE; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein représentatives Préparat von insgesamt acht untersuch-

ten.

Auch bei Verwendung von Antikorpern gegen ACE zeigte sich ein dhnliches
Bild: wie im Falle der Expression von Angiotensinogen und Renin ist auch hier
die gesamte Epidermis durchféarbt. In der Dermis finden sich dagegen positive

Signale nur in GefaBwéinden und Hautanhangsgebilden.

Die Versuche zur Expression der zur Ang II Synthese notwendigen RAS-
Komponenten in normaler Haut erbrachten also, dass Angiotensinogen, Renin
und ACE in der gesamten Epidermis exprimiert sind, wahrend in der Dermis nur

GefalBwinde, Haarfollikel und Schweil3driisen positive Signale zeigten.
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4.3.2 Angiotensin-Rezeptoren

4.3.2.1 AT;-Rezeptor

Abbildung 16: Immunhistochemische Férbung von normaler Haut mit einem polyklonalen Antikérper gegen
den humanen AT, Rezeptor; scale bar 20pum. Die Abb. zeigt ein repréisentatives von insgesamt fiinf untersuchten

Préparaten.
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Immunhistochemische Farbungen zum Nachweis von Angiotensin-Rezeptoren
zeigten ein sehr dhnliches kutanes Anfarbungsmuster wie das des Angiotensin
II-Vorlaufers Angiotensinogen und der zur Angiotensin II-Synthese benétigten

Enzyme Renin und ACE.

Bei Verwendung eines polyklonalen Antikorpers gegen den menschlichen AT;-
Rezeptor fanden sich in der gesamten Epidermis positive Signale im Zytoplasma
der Keratinozyten, wihrend in der Dermis nur bestimmte Strukturen wie Ge-

faBwinde angefarbt waren.

4.3.2.2 AT,-Rezeptor

Abbildung 17: Immunhistochemische Farbung von normaler Haut mit einem polyklonalen Antikérper gegen
den humanen AT, Rezeptor; scale bar 20um. Die Abb. zeigt ein reprdsentatives Praparat von insgesamt fiinf

untersuchten. G=Gefdlwand.

Anfarbung eines Grofteils der Epidermalzellen. Im Gegensatz zum AT;-
Rezeptor waren nur die Plasmamembranen und nicht das Zytoplasma angefarbt.
In den GefdBBwénden (G) der Kapillaren in den dermalen Papillenspitzen zeigten

sich ebenfalls positive Signale.
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4.4 RAS-Komponenten in pathologisch veranderter Haut

4.4.1 Psoriasis vulgaris

4.4.1.1 Angiotensinogen

Abbildung 18: Immunhistochemische Fiarbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen humanes Angiotensinogen; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprisentatives von insgesamt

sieben untersuchten Préparaten. P=Papillenspitze.
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Schnittfarbungen von psoriatisch verdnderter Haut mit Antikorpern gegen Angi-
otensinogen erbrachten wie in normaler Haut deutlich positive Signale in der
Epidermis sowie in GefdaBwidnden und Schweildriisen der Dermis. Im Bereich
der Epidermis zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen dem Anfar-
bungsmuster in psoriatisch verdnderter verglichen mit normaler Haut. Wahrend
in normaler Haut die gesamte Epidermis vom Stratum basale bis zum Stratum
granulosum homogen angefarbt ist, ist die Anfarbung in psoriatischer Haut im
Bereich des oberen Stratum spinosum und des Stratum granulosum deutlich re-

duziert, teilweise nicht mehr nachweisbar.

Die Dermis unterscheidet sich bei der Psoriasis vulgaris von normaler Haut insbe-
sondere durch ausgepriagte Gefallproliferationen sowie Infiltrate im Bereich der
Papillenspitzen (siche Abbildung 18, Markierung P). Sowohl die papilldren Ge-
faBkonvolute, als ich die Infiltratzellen zeigen deutlich positive Signale bei An-

farbung mit dem Antikdrper gegen Angiotensinogen.
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4.4.1.2 Renin

Abbildung 19: Immunhistochemische Féarbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikorper gegen humanes Renin; scale bar 100pum. Die Abb. zeigt ein reprisentatives von insgesamt sieben

untersuchten Priparaten.

Wie in Abbildungen 19 und 20 dargestellt, findet sich bei Verwendung eines An-
tikorpers gegen Renin in psoriatisch veranderter Haut ein fast identisches Anfar-
bungsmuster wie bei Verwendung eines Antikdrpers gegen Angiotensinogen,

wobei die Betonung der unteren Schichten der Epidermis noch ausgeprigter er-
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scheint. In der Dermis sind wiederum die Zellen des entziindlichen Infiltrats so-

wie GefdBwinde und Schweilldriisen angefarbt.

Abbildung 20: Immunhistochemische Farbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikorper gegen humanes Renin; scale bar 50pm. Die Abb. zeigt ein reprisentatives Préparat von insgesamt

sieben untersuchten.
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4.4.1.3 Angiotensin-Converting-Enzym

Abbildung 21: Immunhistochemische Farbung von psoriatisch verdnderter Haut mit einem monoklonalen
Antikorper gegen humanes ACE; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprédsentatives von insgesamt sieben

untersuchten Priparaten.

Auch bei Verwendung eines Antikorpers gegen ACE zeigt sich bei der Psoriasis
vulgaris in der Epidermis eine deutliche Betonung des Stratum basale und des un-
teren Stratum spinosum. Die positiven Signale nehmen aber auch hier zu den

oberen Schichten hin ab.

Besonders intensive Anfarbungen waren in den Infiltraten der Dermis sowie in

den GefaBBwianden erkennbar.
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4.5 Tumorerkrankungen der Haut - Basaliom

4.5.1 Angiotensinogen
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Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung eines Basalioms mit einem monoklonalen Antikorper gegen
humanes Angiotensinogen; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprasentatives von insgesamt elf untersuchten

Priparaten. R=Randbetonung.

In Schnittfarbungen von Basaliomen mit Antikdrpern gegen Angiotensinogen fallt
auf, dass die Signalstirke im Tumorgewebe im Vergleich zur Epidermis ein-
drucksvoll vermindert ist. Es zeigt sich eine leichte Randbetonung im Bereich
des Basaliomgewebes (Markierung R). Im Vergleich dazu findet sich in der an-
grenzenden gesunden Epidermis - wie von den Schnitten aus normaler Haut be-
kannt - eine homogene Durchfirbung, wahrend das unmittelbar an den Tumor

grenzende dermale Gewebe nur schwach bis gar nicht angeférbt ist.
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4.5.2 Renin

Abbildung 23: Immunhistochemische Farbung eines Basalioms mit einem monoklonalen Antikorper gegen

humanes Renin; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein reprisentatives Priparat von insgesamt elf untersuchten.

Bei Verwendung eines Antikorpers gegen Renin findet sich ein identisches An-
farbungsmuster im Bereich des Basalioms wie bei Angiotensinogen: ein vermin-

dertes Signal im Tumorgewebe mit leicht randbetonter Anfarbung.
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4.5.3 Angiotensin-Converting-Enzym

Abbildung 24: Immunhistochemische Fiarbung eines Basalioms mit einem monoklonalen Antikdrper gegen

humanes ACE; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein repréasentatives von insgesamt elf untersuchten Préparaten.

Wie in Abbildung 24 ersichtlich, sind beim Basaliom unter Benutzung eines Anti-
korpers gegen ACE die positiven Signale in den Tumorbereichen deutlich ver-

mindert, teilweise nicht mehr nachweisbar. Die angrenzende gesunde Epidermis
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ist in ihrer Gesamtheit durchfiarbt, wie bereits von den Schnitten an normaler
Haut bekannt. Das Expressionsmuster von ACE im Tumorgewebe und in der

Epidermis entspricht also im wesentlichen dem von Angiotensinogen und Renin.

Im Gegensatz zu den fiir den Nachweis von Angiotensinogen und Renin ver-
wendeten Priparaten ist bei dieser Biopsie das peritumordsen Gewebe um das
Basaliom deutlich angefarbt. Diese Anfiarbung konnte entweder durch ein peritu-
mordses Infiltrat verursacht sein oder aber eine Induktion des ACE im Bindege-
webe widerspiegeln. Diese Frage kann nur durch immunhistochemische Doppel-
farbungen eindeutig geklart werden, die aber nicht Gegenstand dieser Arbeit
waren, sondern von der Arbeitsgruppe im Rahmen weiterer Untersuchungen ge-

plant sind.



Seite 80

4.6 Tumorerkrankungen der Haut - Spinaliom

4.6.1 Angiotensinogen

Abbildung 25: Immunhistochemische Farbung eines Spinalioms mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes Angiotensinogen; scale bar 100um. Die Abb. zeigt ein repriasentatives von insgesamt neun untersuchten

Préparaten.

Unter Verwendung eines monoklonalen Antikorpers gegen humanes Angiotensi-
nogen zeigte sich bei Schnittfirbungen von Spinaliomen die gesamte Epidermis
vom Stratum basale {iber Stratum spinosum bis Stratum granulosum homogen
durchfarbt, wihrend im Stratum corneum jegliche Anfarbung fehlte. Im Tumor-
gewebe war die Signalstirke vergleichbar mit der in der gesunden Epidermis. In

der Umgebung der Tumorzellen fanden sich ebenfalls keine Auffalligkeiten.
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4.6.2 Renin

Abbildung 26: Immunhistochemische Farbung eines Spinalioms mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes Renin; scale bar 200um. Die Abb. zeigt ein représentatives von insgesamt neun untersuchten Pripara-

ten.

Auch bei Inkubationen mit monoklonalem Antikérper gegen humanes Renin
sind in Biopsien von Spinaliomen ganz homogene Anfarbungen in der Epidermis

und dem Tumorgewebe zu sehen. Wieder ist das peritumordse Gewebe unauffil-

lig.
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4.6.3 Angiotensin-Converting-Enzym

Abbildung 27: Immunhistochemische Farbung eines Spinalioms mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
humanes ACE; scale bar 200um (a) bzw. scale bar 100pum (b). Die Abb. zeigen ein repréisentatives von insgesamt

neun untersuchten Préparaten. G=Gefalwand.

Wie in Abbildung 27 ersichtlich, sind beim sSpinaliom unter Benutzung eines Anti-
korpers gegen ACE homogene Anfarbungen in den Tumorbereichen nachweis-
bar, die eine leichte Randbetonung erkennen lassen. Auch die GefaBwénde (G)

in der Dermis exprimieren ACE, wie bereits aus gesunder Haut bekannt.
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5 Diskussion

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) wurde urspriinglich als systemisches, zirkulie-
rendes, endokrines System beschrieben (Montani und van Vliet, 2004). Das Vorldufermo-
lekiil Angiotensinogen wird hauptsédchlich in der Leber synthetisiert und ins Blut
sezerniert, das zur Spaltung von Angiotensinogen notwendige Enzym Renin ent-
stammt dem juxtaglomeruldren Apparat der Niere, und die eigentliche Bildung
des Effektorhormons Angiotensin II (Ang II) erfolgt durch gefdBBendothelstandi-
ges Angiotensin-Converting-Enzym (ACE).

Neben diesem systemischen RAS, das anscheinend fiir die kurzfristigen, syste-
mischen Effekte des RAS z.B. bei der Blutdruck- und Volumenregulation ver-
antwortlich ist, sind in zahlreichen Organen sogenannte lokale oder Gewebe-
RASs beschrieben worden (Lavoie und Sigmund, 2003). In diesen Organen sind alle zur
Ang II Synthese notwendigen Komponenten in eng benachbarter Lokalisation
vorhanden, so dass von einer lokalen Ang II Bildung, einer lokalen, spezifischen
Regulation der Ang II Synthese und von lokal begrenzten, autokrinen und pa-
rakrinen Effekten ausgegangen werden kann. Zu den Organen/Geweben mit
Gewebe-RAS gehoren u.a. das Herz, die GefdBwand, die Niere und Nebenniere,

das Gehirn und die Leber.

Da es zu Beginn der hier prisentierten Arbeiten nur wenige, zum Teil wider-
spriichliche Aussagen iiber Expression und mogliche Funktionen eines lokalen
Renin-Angiotensin-Systems (RAS) in der Haut, insbesondere in menschlicher
Haut gab, war es Ziel dieser Arbeit, diesen offenen Fragen systematisch nachzu-

gehen.

Der Nachweis des Effektorpeptids Ang II selbst im Gewebe ist schwierig und
technisch sehr aufwendig. Es wird aber allgemein davon ausgegangen, dass bei

Vorliegen aller zur Angiotensin II Synthese notwendigen Komponenten, also des
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Vorlauferproteins Angiotensinogen sowie der Enzyme Renin und ACE in enger
Nachbarschaft eine lokale Ang I Synthese stattfindet, so dass der Nachweis all
dieser einzelnen Komponenten in einem Gewebe als indirekter Nachweis einer

lokalen Ang II Bildung anerkannt ist.

Essentiell fiir eine Wirkungsentfaltung von Ang II vor Ort ist auBerdem natiirlich

das Vorhandensein von Angiotensin-Rezeptoren.
5.1 Nachweis der RAS-Komponenten

Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente erbrachten, dass in der Tat alle
Komponenten des RAS (Angiotensinogen, Renin, ACE, AT;- und AT,-

Rezeptoren) von humaner Haut exprimiert werden.

Der Nachweis erfolgte auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR an humanen Kerati-
nozyten, Melanozyten, dermalen Fibroblasten und mikrovaskuldren Endothel-
zellen in vitro (alle Zellen in Priméarkultur). Alle RAS-Komponenten wurden
von allen Zelltypen exprimiert mit einer einzigen Ausnahme: Melanozyten

scheinen keine AT,-Rezeptoren zu exprimieren.

Die immunhistochemischen Farbungen von Gewebeschnitten gesunder Haut,
also die Darstellung der RAS-Komponenten auf Protein-Ebene, bestétigten im
wesentlichen diese Ergebnisse: die Epidermis, die iiberwiegend aus Keratinozy-
ten besteht, in der aber auch die kutanen Melanozyten angesiedelt sind, zeigte
eine homogene, alle Schichten umfassende Expression aller RAS-Komponenten.
In der Dermis war eine deutliche Anfarbung vaskuldrer Endothelzellen nach In-
kubation mit Antikorpern gegen alle RAS-Komponenten festzustellen. Auch in
einigen Hautanhangsgebilden wie Haarfollikeln und Schwei3driisen scheinen
alle RAS-Komponenten exprimiert zu sein. Nicht eindeutig feststellbar war je-
doch die Bindung der Antikorper an dermale Fibroblasten. Dieses Ergebnis steht
im Gegensatz zu den Untersuchungen mittels RT-PCR, die die Expression von

mRNA in primiren, dermalen Fibroblasten gezeigt hatten. Moglicherweise wer-
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den RAS-Komponenten in dermalen Fibroblasten nur als Reaktion auf ein sti-
mulierendes Ereignis wie z.B. eine Gewebsverletzung gefunden. Dieses Phino-
men wurde bereits flir einige Faktoren wie z.B. connective tissue growth factor
(CTGF) beschrieben (Leask et al,, 2001). Die Bedingungen in vitro mit einer ,,unna-
tiirlich* hohen Proliferationsrate entsprechen in der Tat eher denen bei Schlie-
Bung eines Gewebedefektes als denen in normaler Haut. Weiterfiithrende, in die-
ser Arbeit nicht dargestellte Experimente haben in der Zwischenzeit Hinweise
darauf geliefert, dass zumindest die Ang II Rezeptoren AT; und AT, im Bereich

eines Gewebedefektes von Fibroblasten stark exprimiert werden.

Wihrend der Durchfiihrung dieser Versuche hat die Arbeitsgruppe um Takeda et
al. drei Artikel veroffentlicht, in denen die Expression von AT;-Rezeptoren in
normaler menschlicher Haut, Haarfollikeln, Schweif3driisen und verschiedenen
Hauttumoren immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte (Takeda und Kondo,
2001 a, 2001 b, Takeda et al., 2002). Die Expression von Angiotensinogen, Renin und

ACE wurde von dieser Arbeitsgruppe nicht untersucht.

Die Resultate von Takeda et al. widersprechen in zwei wesentlichen Punkten
den Ergebnissen dieser Arbeit. Zum einen berichtet die Arbeitsgruppe um Take-
da, in den immunhistochemischen Firbungen normaler Haut keine positiven
Signale fiir AT,-Rezeptoren gefunden zu haben. In den hier durchgefiihrten im-
munhistochemischen Versuchen war dagegen eine zwar nicht sehr starke, aber
reproduzierbare Fiarbung der gesamten Epidermis und einiger Hautanhangsge-
bilde sowie vaskuldrer Endothelzellen mit Antikdrpern gegen den AT,-Rezeptor
zu sehen. Reproduzierbar war aulerdem das charakteristische Anfarbungsmus-
ter, ndmlich eine Anfarbung der Zelloberflichen und nicht — wie beim AT;-
Rezeptor — des Zytoplasmas. Fiir die Richtigkeit dieser Ergebnisse spricht wei-
terhin der positive Nachweis von AT,-Rezeptor kodierender mRNA in priméren

humanen Keratinozyten und mikrovaskuldren Endothelzellen.
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Der zweite Widerspruch liegt in dem Verteilungsmuster des AT;-Rezeptors in
der Epidermis. In der Mehrheit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Ge-
webeschnitte war die Epidermis nach Inkubation mit anti- AT;-Antikorpern voll-
stindig und homogen positiv gefdarbt. Die von Takeda et al. berichtete Ausspa-

rung der basalen Schichten wurde hier nicht gesehen.

Da von Takeda und Mitarbeitern die gleichen Antikorper gegen AT;- und AT,-
Rezeptoren benutzt wurden wie bei den hier vorliegenden Versuchen, gibt es
keine naheliegende Erkldrung fiir diese Diskrepanzen. Um den Widerspruch
aufzukliren, ist wahrscheinlich die Untersuchung einer wesentlich grof3eren An-
zahl an Gewebeschnitten, eingeteilt nach Lokalisation sowie Alter und Ge-

schlecht des Patienten/ Donors notwendig.

Die Arbeiten von Takeda et al. sind (auler den eigenen) die einzigen derzeit be-
kannten, die die Expression von Angiotensin Rezeptoren in der gesamten adul-
ten, humanen Haut zum Gegenstand hatten. Es existieren aber einzelne, weitere
in vitro Ergebnisse. So konnten Nickenig et al. in humanen, dermalen
Fibroblasten mittels Bindungsstudien den AT;-Rezeptor nachweisen sowie zu-
sitzlich eine Bindungsstelle fiir Ang 1-7 (Nickenig et al., 1997). Der AT,-Rezeptor
wurde in dieser Arbeit nicht gefunden. Takayanagi et al. dagegen fanden in hu-
manen, dermalen Fibroblasten keinerlei Hinweis auf das Vorhandensein von
Angiotensin Rezeptoren (Takayanagi et al., 1994). Steckelings et al. konnten in friihe-
ren Experimenten mit Bindungsstudien an priméren, humanen Keratinozyten
ebenfalls nur den AT-Rezeptor sowie einen non- AT -non- AT,-Rezeptor nach-
weisen (Steckelings et al., 1996). In der Zwischenzeit wurden jedoch die Kulturbedin-
gungen fiir die Keratinozyten optimiert, so dass die neueren, in dieser Arbeit

prasentierten Ergebnisse als giiltig angesehen werden sollten.

Neben den hier genannten Studien an adulter Haut bzw. an Zellen in vitro liegen
auch Studien an fetaler Haut von Affen und Ratten vor, die hier aber nicht weiter

zum Vergleich herangezogen werden, da die Angiotensin Rezeptor Verteilung
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sich in fetalem Gewebe grundlegend von der in adultem Gewebe unterscheidet
(Millan et al., 1989, Zemel et al., 1990, Tsutsumi und Saavedra, 1991, Tsutsumi et al., 1991, Johnson und Aguile-

ra, 1991, Feuillan et al., 1993, de Gasparo et al., 2000).
5.2 Angiotensin II Synthese durch Keratinozyten

Wie im vorhergehenden Text bereits mehrfach erldutert, gilt der Nachweis von
Angiotensinogen, Renin und ACE in eng benachbarter Lokalisation bzw. in ei-
ner Zelle als starkes Indiz fiir die Fahigkeit dieses Gewebes/dieser Zelle, eigen-
stindig, also ohne Zufuhr weiterer Komponenten aus der Zirkulation, Ang II zu
synthetisieren. Da der Nachweis von Ang II selbst insbesondere im Gewebe
technisch sehr anspruchsvoll bzw. kostenintensiv ist, hat sich die vorliegende
Arbeit darauf beschriankt, die Ang II Synthese lediglich in humanen, priméren
Keratinozyten in vitro direkt zu iiberpriifen und zwar mit einem enzymatischen
immunometrischen Assay. Mit Hilfe dieser Technik konnte sowohl in Zellho-
mogenaten als auch in Uberstinden der Keratinozyten Ang Il nachgewiesen
werden. Die Ang II Synthese war durch IL-6 und EGF stimulierbar, und diese
Stimulation wiederum durch Ko-Inkubation mit einem ACE-Hemmer um ca.
60% hemmbar. Keratinozyten scheinen also zumindest in vitro in der Tat in der
Lage zu sein, Ang II selbst zu synthetisieren. Der endgiiltige Beweis, dass dem

auch in vivo so ist, steht allerdings noch aus.

Auch in der Haut der Ratte konnte schon Ang II selbst nachgewiesen werden,
allerdings wurden hierbei Hautbiopsien verwendet, die auch Gefa3e enthielten,
so dass dieses Ergebnis nicht als streng hautspezifisch angesehen werden kann
(Phillips et al., 1994).

Mit dem Nachweis, dass humane Haut offensichtlich sowohl Quelle als auch Ziel-
organ von Ang II ist, stellt sich die Frage nach der physiologischen bzw. pa-

thophysiologischen Funktion dieses Gewebe-RAS.
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5.3 Madagliche physiologische Bedeutung des kutanen RAS

Eine mogliche physiologische Funktion des kutanen RAS konnte in der Regula-
tion von Keratinozytenproliferation und —differenzierung in der normalen Epi-

dermis bestehen.

90 % aller epidermalen Zellen sind Keratinozyten. Die epidermale Basalschicht
besteht zum grofen Teil aus teilungsfahigen Stammzellen, aus denen sich alle
neugebildeten Keratinozyten rekrutieren. Innerhalb von etwa 28 Tagen wandern
die Keratinozyten durch alle Schichten der Epidermis, vom Stratum basale zum
Stratum corneum, und durchlaufen dabei einen kontinuierlichen Prozess der Dif-
ferenzierung, der schlieBlich in der Apoptose der Zellen miindet. Die Proliferati-
onsrate der Stammzellen sowie der Prozess der Keratinozytendifferenzierung
unterliegen komplexen Regulationsmechanismen, und Stérungen dieser Mecha-

nismen fithren zu Hautkrankheiten wie Psoriasis vulgaris (Karasek, 1999).

Von anderen Geweben ist bekannt, dass das RAS regulatorisch auf Prozesse der
Zellproliferation und -differenzierung einwirken kann. Wéahrend Ang II iiber den
AT;-Rezeptor in der Regel proliferationsféordernd und anti-apoptotisch wirkt,
vermittelt der AT,-Rezeptor Antiproliferation und férdert Apoptose (Stoll et al., 1995,
Meffert et al., 1996, Yamada et al., 1996). Da Keratinozyten nach den vorliegenden Ergeb-
nissen beide Rezeptor-Subtypen exprimieren, wére es denkbar, dass Keratinozy-
tenproliferation bzw. -differenzierung durch eine Anderung des Rezeptorver-

hiltnisses in der Epidermis modifiziert werden kénnen.

5.4 Mogliche pathophysiologische Bedeutung des kutanen
RAS

Falls diese Hypothese sich als richtig erweisen sollte, miisste man erwarten, dass
bei Hauterkrankungen mit verdanderter/gestorter Keratinozytenproliferation bzw.
—differenzierung Anderungen des kutanen RAS zu beobachten sind. In erster
Linie gilt dies natiirlich fiir die Verteilung der Angiotensin Rezeptoren. Experi-

mente hierzu werden momentan von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Teil
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der hier vorgelegten Arbeit waren Untersuchungen zur Expression der iibrigen
RAS Komponenten bei Dermatosen mit verdnderter Keratinozytenproliferation,
denn auch eine lokal gesteigerte oder verminderte Ang Il Synthese konnte regu-

latorische Effekte auf die Keratinozyten haben.

Als Modelle fiir eine gestorte Keratinozytenprolifertation und/oder -
differenzierung wurden zunéchst drei Dermatosen ausgewdhlt: die ,klassische*
Dermatose dieses Formenkreises, die Psoriasis vulgaris, sowie zwei Neoplasien

(Basaliom und Spinaliom).
5.5 Expression der RAS-Komponenten bei Psoriasis vulgaris

Bei der psoriasis vulgaris st die Zeit der Durchwanderung der Epidermis vom Stra-
tum basale bis zum Stratum corneum durch die Keratinozyten von normalerwei-
se ca. 28 Tagen auf etwa vier Tage reduziert. Ein wesentliches pathophysiologi-
sches Charakteristikum der Psoriasis vulgaris 1St also eine Proliferationsstorung der
Keratinozyten, die mit einer Differenzierungsstorung einhergeht. Charakteris-
tisch 1st weiterhin eine inflammatorische Reaktion, die sich insbesondere durch
Infiltrate im Bereich der Papillenspitzen und sogenannte Munro-Mikroabszesse
duBert. Noch immer sind jedoch Atiologie und Pathogenese der Psoriasis vulgaris

weitgehend unverstanden (Sterry und Paus, 2004 a).

Bei den immunhistochemischen Farbungen im Rahmen dieser Arbeit mit Anti-
korpern gegen Angiotensinogen, Renin und ACE zeigte sich im Gegensatz zu
normaler Haut keine durchgehend homogene Anfiarbung der Epidermis, sondern
eine sehr starke Anfarbung der unteren Epidermalschichten, wéhrend in den o-
beren Schichten, insbesondere im Stratum granulosum und im oberen Stratum

spinosum fast kein positives Signal mehr nachweisbar war.

In der Dermis fand sich eine deutliche GefaB3proliferation sowie ein entziindli-

ches Infiltrat in den Papillenspitzen, das Infiltrat teilweise auch in der darunter



Seite 90

liegenden Dermis. Die Infiltratzellen und GefdBendothelzellen zeigten in den

meisten Féllen eine deutliche Expression aller RAS-Komponenten.

Uber die mdgliche Rolle des RAS bei der Psoriasis vulgaris gibt es bislang keinerlei
Daten. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine verstiarkte Ang Il Synthese
im Bereich der basalen, epidermalen Schichten hin. Da Ang II einen proliferati-
onsfordernden Effekt auf Keratinozyten ausiibt, konnte eine erhohte, lokale Ang
IT Konzentration zu der gesteigerten Proliferationsrate der psoriatisch verdnder-
ten Keratinozyten beitragen. Umgekehrt scheint in den oberen epidermalen
Schichten die Ang II Synthese im Vergleich zu normaler Haut reduziert zu sein.
Eine mogliche Deutung hinsichtlich der Ursache hierfiir wére, dass durch die
verstirkte Proliferation die Syntheserate der Zellen abfillt, hinsichtlich der pa-
thophysiologischen Bedeutung, dass ein modulierender Effekt von Ang II auf
die Keratinozytendifferenzierung ausfillt. Fiir eine spezifischere Deutung der
vorliegenden Ergebnisse wire es allerdings von Nutzen, das Verteilungsmuster
der Ang II Rezeptoren in psoriatischer Haut zu kennen, da die durch Ang II aus-
gelosten Effekte je nach dominierendem Rezeptor-Subtyp entscheidend differie-

ren konnen.

Auffallend bei den Gewebeschnitten aus psoriatischer Haut war weiterhin die
deutlich erkennbare Expression von Angiotensinogen, Renin und ACE in den
Zellen der Papillenspitzeninfiltrate. Diese Beobachtung kann dahingehend inter-
pretiert werden, dass mit der Kapillarproliferation in den Papillenspitzen die
Einwanderung von Infiltratzellen in diesem Bereich verstirkt ist und somit eine
weitere Quelle der Ang II Bildung in dem Gewebe angereichert wird. Welche
Bedeutung diesem zusétzlichen lokalen RAS zukommt, ist noch unklar. Es ist
jedoch bekannt, dass Ang II die Expression von Cytokinen, Chemokinen und
Adhésionsmolekiilen beeinflusst, so dass denkbar ist, dass Ang II auch die in-
flammatorische Reaktion im Rahmen einer Psoriasis in vielfdltiger Weise beein-

flusst.
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5.6 Expression der RAS-Komponenten beim Basaliom

Die meisten Tumoren entstehen durch Teilung aus einer Ursprungszelle, bei der
aufgrund somatischer Mutationen, z.B. in Protoonkogenen, oft auch Ent-
wicklungskontrollgene aktiviert und Tumorsuppressorgene und Differenzie-
rungsgene durch entsprechende Deletionen inaktiviert werden. Ist erst einmal
ein Baustein aus dem urspriinglichen chromosomalen Gefiige gestort, folgen
weitere Verluste an zellregulatorischer Information, so dass die natiirlichen Zell-
reparationsmechanismen ausfallen und die Zelle entarten kann. Bei Basaliompa-
tienten wird eine genetisch determinierte Verringerung der Reparaturkapazitit

UV-Licht induzierter DNS-Schiaden diskutiert (Wie et al., 1994).

An der Entstehung eines Tumors sind in unterschiedlicher Gewichtung samtli-
che Faktoren beteiligt, die bei der Embryogenese und Regeneration den Prolife-

rations- und Differenzierungsstoffwechsel steuern (Lodish et al., 1995).

Dies ist ein wichtiger Ansatzpunkt fiir die Hypothese einer mdglichen Beteili-
gung des RAS bei der Pathogenese des Basalioms, da die Komponenten des RAS
nachweislich Einfluss auf Zellpoliferation und -differenzierung bis hin zur A-

pOptOSC nehmen (Meffert et al., 1996, Horiuchi et al., 1997, Stoll et al., 1995, Nakajima et al., 1995).

In den immunhistochemischen Untersuchungen mit Antikdrpern gegen Angio-
tensinogen und Renin ist die Anfirbung des Tumorgewebes im Vergleich zur
gesunden Epidermis deutlich reduziert. Es zeigt sich eine leichte Randbetonung

der Tumornester.

Auch unter Verwendung von Antikérpern gegen ACE findet sich ein dhnliches
Anfarbungsmuster - die Tumorbereiche sind in diesem Fall eher noch weniger
angefarbt, teilweise sogar negativ. Das umgebende, dermale Bindegewebe zeigt
dagegen deutliche, positive Signale vermutlich aufgrund eines peritumordsen
Infiltrats, welches bei den anderen untersuchten, hier nicht gezeigten Basaliomen

weniger stark ausgeprigt war.
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Inkubationen des Tumorgewebes mit Antikorpern gegen Angiotensin Rezepto-

ren wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt, sind aber geplant.

Takeda et al. publizierten 2002 immunhistochemische Untersuchungen von Basa-
liomen mit Antikdrpern gegen AT;- und AT,-Rezeptoren, fiihrten aber keine An-
farbungen mit Antikérpern gegen weitere RAS-Komponenten durch (Takeda et al,,
2002). Trotzdem ist bemerkenswert, dass auch in den Experimenten von Takeda et
al. in Basaliom-Tumorgewebe keine Anfiarbungen festzustellen waren (auler im
Zentrum follikular differenzierender Basaliome, welche eine relativ seltene Unter-
gruppe darstellen). Das kutane Gewebe-RAS scheint also im Basaliomgewebe
auf allen Ebenen (d.h. im Bereich der fiir die Ang II Synthese notwendigen
Komponenten und im Bereich der Rezeptoren) durch noch zu eruierende Me-
chanismen deutlich inhibiert bis vollig ausgeschaltet zu sein. Uber die pathophy-
siologische Bedeutung dieser Beobachtung kann bislang nur spekuliert werden.
Eine mogliche Interpretation ldge in der Annahme, dass die Minderexpression
des RAS in der Tumorzelle zu einem weitgehenden Wegfall des modulierenden
Einflusses des RAS auf Proliferation, Differenzierung und Apoptose fiihrt. Ne-
ben zahlreichen weiteren Ursachen konnte das moglicherweise ein wichtiger
Ausloser fiir ungehemmtes Tumorwachstum der Basaliome sein. Die Unreife und
die starke Proliferation der Zellen wiederum konnten die verminderte Synthese
der RAS Komponenten erkldren. Falls sich die Beobachtung von Takeda et al.
(die in eigenen Versuchen bisher nicht geteilt werden konnte) bestitigen sollte,
dass die RAS-Komponenten in den Basalzellen der Epidermis weniger stark
exprimiert sind als in hoheren Schichten, so wiirde sich in der im Vergleich zur
Epidermis geringen Anfarbung der Basaliome vielleicht auch deren zelluldrer Ur-

sprung widerspiegeln.
5.7 Expression der RAS-Komponenten beim Spinaliom

Das Plattenepithelkarzinom der Haut wird als maligner Tumor der Keratinozy-

ten definiert. Es ist nach dem Basaliom die zweithdufigste bosartige Neubildung
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der Haut. spinaliome der Haut finden vermutlich ihren Ursprung in den normalen
Stachelzellen des Stratum spinosum der Epidermis. Ein wesentliches feinge-
webliches Merkmal ist die Differenzierung in Richtung nichtfollikularer Epi-
dermisstrukturen mit der Fahigkeit zur Verhornung. Im Gegensatz zur gesunden
Epidermis ist die normale Schichtung aufgehoben und vor allem die Zahl der

Keratinozyten deutlich erhoht.

Die immunhistochemischen Anfirbungen von Gewebeschnitten aus humanen
Spinaliomen 1M Rahmen dieser Arbeit erbrachten bei Anfarbung mit allen Antikor-
pern (anti-Angiotensinogen, anti-Renin und anti-ACE) eine deutliche, homoge-

ne Anfarbung der gesamten Tumormasse.

Bisher sind in der Literatur keine weiteren Arbeiten zur Expression von Angio-
tensinogen, Renin und ACE beim Spinaliom erschienen. Takeda et al. publizierten
allerdings die Ergebnisse immunhistochemischer Farbungen mit Antikorpern
gegen AT - und AT,-Rezeptoren in Plattenepithelkarzinomen (Takeda und Kondo, 2001
a). In 88% der untersuchten Fille (insgesamt wurden 50 Fille untersucht) war
eine starke (74%) bis mittel-starke (14%) homogene Anfarbung der gesamten
Tumormasse feststellbar. Obwohl sich diese Daten natiirlich nicht direkt mit den
vorliegenden vergleichen lassen, so ist doch bemerkenswert, dass in allen hier
und in der Gruppe von Takeda durchgefiihrten Anfarbungen iibereinstimmend
die Expression der RAS-Komponenten in Spinaliomen deutlich ausgeprégt, in Basa-

liomen dagegen verringert war.

Auch tiiber die Bedeutung der starken Expression des RAS im Bereich von Spina-
liomen kann nur spekuliert werden. Eine starke Ang II Synthese verbunden mit
einer erhohten Expression von AT -Rezeptoren konnte natiirlich zu der erh6hten
Proliferationsrate der Tumorzellen beitragen. Ob dem wirklich so ist, muss al-

lerdings noch in weiteren Experimenten geklart werden.
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6 Zusammenfassung

In den hier dargestellten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass verschie-
dene Zelltypen aus der Epidermis (Keratinozyten, Melanozyten) und Dermis
(Fibroblasten, mikrovaskuldre Endothelzellen) menschlicher Haut alle Kompo-
nenten des Renin-Angiotensin-Systems, also Angiotensinogen, Renin, ACE,
AT;- und AT,-Rezeptoren exprimieren. Einzige Ausnahme: Melanozyten expri-
mieren keine AT,-Rezeptoren. Da also alle Komponenten des RAS in enger Lo-
kalisation vorhanden sind, kann man davon ausgehen, dass in humaner Haut ein
Gewebe-RAS vorhanden ist und dass humane Haut in der Lage ist, unabhéngig von
der Zufuhr zusitzlicher Komponenten und von regulatorischen Einfliissen aus
der Zirkulation, Angiotensin Il zu bilden. Die autonome Bildung von Ang II
konnte im Rahmen dieser Arbeit direkt in Keratinozyten gezeigt werden und war

durch IL-6 und EGF stimulierbar.

Die Arbeiten zeigten aullerdem eine starke Expression der RAS-Komponenten
in Spinatiomen Und eine verminderte Expression in Basaliomen. In psoriatisch verédn-
derter Haut war das Anfarbungsmuster innerhalb der Epidermis gegeniiber nor-
maler Haut veridndert; im Gegensatz zur homogenen Expression aller untersuch-
ten Komponenten in normaler Epidermis war in psoriatischen Lasionen die
Expression im Bereich der oberen Schichten, insbesondere im Bereich des Stra-
tum granulosum, vermindert. Auflerdem zeigten die Infiltratzellen in den Papil-
lenspitzen ein deutliches, positives Signal bei Inkubation mit allen verwendeten

Antikorpern.

Aus diesen Ergebnissen lédsst sich schlieBen, dass humane Haut ein komplettes, lo-
kales RAS besitzt. Ang II kann in verschiedenen Zellen der Haut an spezifische
Rezeptoren binden und so auf physiologische und pathophysiologische kutane

Prozesse Einfluss nehmen. Zu den physiologischen Prozessen konnte die Regu-



Seite 95

lation der Keratinozyten-Proliferation und -Differenzierung gehoren. Beziiglich
der pathophysiologischen Bedeutung ergaben sich deutliche Hinweise auf eine
Fehlregulation des kutanen RAS in der Epidermis psoriatisch veridnderter Haut.
Dies konnte ein Hinweis auf eine pathogenetische Rolle des RAS fiir die gestor-
te Keratinozyten-Proliferation und -Differenzierung im Rahmen einer Psoriasis
vulgaris sein. Das Expressionsmuster in den untersuchten Tumoren war uneinheit-
lich (Basaliom: verminderte Expression; spinaliom: starke Expression), so dass eine
Interpretation der Bedeutung des RAS fiir kutane Tumore ohne weitere Untersu-

chungen noch kaum moglich erscheint.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde die Existenz eines kompletten hormo-
nellen Systems, des Renin-Angiotensin-Systems, in humaner Haut belegt. Diese
neue Erkenntnis sollte zum weiteren Verstdndnis physiologischer und pathophy-
siologischer Mechanismen in der Haut beitragen und moglicherweise zur Auf-
klarung pathogenetischer Zusammenhédnge im Rahmen verschiedener Dermato-

sen wie z. B. der Psoriasis vulgaris flihren.
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