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Abstract

Abstract

Keratinization is a highly complex process which leads in the end to a physical barrier for the
organism. Post-translational modifications of epidermal proteins help to maintain the structu-
ral integrity of the epidermis. This makes the skin firm and impermeable to hydrophilic sub-
stances.

One essential step during post-translational modification is the cross-linking of sulfthydryl
groups within cysteine residues to disulfides. Sulthydryloxidase (SOX) is an enzyme that is
believed to catalyze disulfide bond formation and thereby promote the formation of the orga-

nism's epidermis.

The idea that SOX is involved in the keratinization process is so far based on results that have
been obtained in studies on neonatal or adult animals. This work focusses on the foetal epi-
dermis and demonstrates where and when the enzyme is first detectable in the prenatal epi-
dermis. For this purpose, skin of prenatal rat at different days of gestational stage and
newborn rat was treated with immunohistological and immunofluorescent techniques. SOX
was detected at the same time as the first histological signs of keratinization became visible in
the uppermost layers of the epidermis. Furthermore SOX was detected specifically in the
stratum granulosum of newborn rats.

Moreover, rat esophagus was also examined as another example of keratinizing epithelium
using the same methods as described above. SOX was detected at the same time with the be-

ginning of keratinization in the cell layers where the cornification process takes place.

The reaction catalyzed bei SOX produces H,O, which is believed to be degraded by catalase
(CAT). Thus in this work we study when and where both SOX and CAT are observed during
the epidermal differenziation of rat skin. CAT appears in the same cell layers as SOX, but

shows a temporal delay of one day.

We show - for the first time - that both SOX and CAT are correlatet with the keratinization
process starting at day 18 of gestation. Together these results strongly support the hypothesis
that SOX plays a key role within the keratinization process and that CAT is involved in the

degradation process of the accruing H,O».
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1. Einleitung

1. Einleitung

Haut

Funktion, Anatomie, Histologie

Die Haut des Menschen ist mit 1,5 — 2 m? das groBte und mit 3,5 — 10 kg das schwerste Organ
des menschlichen Korpers und besitzt als dessen dullerste Begrenzung ein breites Funktions-
spektrum (Schiebler et al. 1997). Zum einen stellt sie eine Barriere gegeniiber schiadlichen
physikalischen oder chemischen Umwelteinfliissen sowie Mikroorganismen dar. Zum anderen
fungiert die Haut als Sinnesorgan. Rezeptoren fiir den Tastsinn (Druck, Bertihrung, Vibration)
und das Temperaturempfinden (Thermorezeptoren) sowie Schmerzrezeptoren sind in der Haut
lokalisiert. Dariiberhinaus reguliert sie den Warme- und Wasserhaushalt, absorbiert UV-
Strahlung und ist in den Hormonstoffwechsel (Vitamin D) involviert (Fritsch and Kiihnel
2001). Die Leisten der Hand- und FuBlinnenfldchen sind so spezifisch fiir das jeweilige Indi-
viduum, dass sie sogar von anthropologischem und kriminologischem Interesse sind (Gibbs

1967).

Histologisch kann die Haut in zwei Schichten eingeteilt werden: die obere Epidermis und die
darunterliegende Dermis, die durch eine Basalmembran voneinander getrennt sind. Das sub-
kutane Fettgewebe bildet schon den Ubergang zu den darunterliegenden Organen (Jung and
Moll 2005).

Beim Menschen ist die Epidermis ein verhorntes, mehrschichtiges Plattenepithel mit einer
Dicke zwischen 30 und 300 um (Kiihnel 1999). Die vorherrschende Zellart sind die Keratino-
zyten. Daneben gibt es in geringerem Malle noch Melanozyten, die immunologisch aktiven
Langerhans-Zellen sowie Mechanorezeporen (Merkel-Zellen). Die Melanozyten befinden sich
im Stratum basale, wo sie dhnlich wie die basalen Keratinozyten mit der Basalmembran asso-
ziert sind. Sie produzieren Melanin, welches sie in sog. Melanosomen speichern und an die
Keratinozyten abgeben. Es fungiert als wichtiger UV-Schutz der Haut. Langerhans-Zellen

findet man vorwiegend im Stratum spinosum. Es handelt sich hierbei um dendritische Zellen,
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die zum zelluldren Immunsystem gehdren und fiir die Antigenprisentation zustindig sind
(Fritsch 1998).

In der menschlichen Epidermis lassen sich lichtmikroskopisch 5 Schichten unterscheiden,
welche in Abbildung 1 schematisch dargestellt sind. Von basal nach apikal gesehen findet
man direkt auf der Basalmembran das Stratum basale mit kubischen, teilungsfahigen Zellen,
von denen die Differenzierung der weiter apikal gelegenen Schichten ausgeht. Daran schlief3t
sich das Stratum spinosum mit grof3eren und nach apikal hin abgeflachten Keratinozyten an.
Diese Zellen sind durch Desmosomen derart verbunden, dass sie ein ,,stacheliges* (spinosum)
Aussehen erhalten. Das Stratum granulosum ist histologisch durch die vielen basophilen Ke-
ratohyalingranula im Zytoplasma zu erkennen. Die Leistenhaut der Hand- und FuBBinnenseiten
besitzen ein Stratum lucidum, eine Grenzschicht zwischen dem noch vitale Zellen enthalten-
den Stratum granulosum und dem weiter apikal befindlichen Stratum corneum. Das Stratum

corneum besteht aus flachen, kernlosen Zellen und Tonofilamenten.

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Basalmembran

Abbildung 1: Schematische Darstellung des histologischen Aufbaus der Epidermis.

Die Dermis liegt unter der Epidermis und ist mit ihr zapfenartig verbunden. Hier herrschen
vor allem Bindegewebszellen (Fibroblasten) und die von ihnen synthetisierten Fasern vor.
Aus dem Immunsystem kommen in der Dermis Histiozyten (spéter ausdifferenziert Makro-
phagen) und Mastzellen vor (Junqueira et al. 2004). Die Grundsubstanz der Dermis (auch

dermale Matrix genannt) besteht neben den von den Fibroblasten gebildeten Fasern haupt-
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sdchlich aus einem Gemisch von Proteoglykanen. Das wichtigste Faserprotein ist Kollagen,

welches sich zu Fibrillen zusammenlagert (Fritsch 1998).

Embryonale und fetale Entwicklung der Haut

Entwicklungsgeschichtlich sind die Hautschichten unterschiedlicher Herkunft. Die Epidermis
als oberste Schicht leitet sich von dem Ektoderm ab, die darunterliegende Dermis vom Meso-
derm (Sadler 1998). Beim Menschen vollzieht sich die Epidermisentwicklung in drei Ab-
schnitten und beginnt mit einer einzelnen Zellschicht, die dann proliferiert und sich bis zur
Verhornung weiter differenziert (Foster et al. 1988). Dies geschieht von der basalen Zell-
schicht aus, deren Zellen sich sténdig teilen und die damit neu gebildeten Schichten vor sich
her schieben, weshalb diese Schicht auch Stratum germinativum genannt wird. Im weiteren
Verlauf der Embryogenese entwickelt sich so das Stratum intermedium, welches sich durch
Zellen mit einem vergroBerten Zytoplasma, in dem Glycogen nachgewiesen werden kann,
auszeichnet. Als Periderm wird die duBerste Zellschicht bezeichnet. Etwa ab der 17. — 22.
Schwangerschaftswoche kann man beim menschlichen Embryo ein Stratum spinosum, Stra-
tum granulosum, Stratum lucidum (an der Leistenhaut) und Stratum corneum differenzieren,
dhnlich wie beim neugeborenen Kind (Hashimoto et al. 1966).

Innerhalb der Epidermis gibt es auch Zellen, die von der Neuralleiste abstammen, ndmlich die
Melanoblasten, die sich spéter zu Melanozyten (Pigmentzellen) differenzieren und schon vor
der Geburt mit der Produktion von Melanin beginnen (Holbrook et al. 1989).

Die in der Dermis vorhandenen Bindegewebszellen beginnen schon in der Embryonalzeit mit

der Produktion von Kollagen und elastischen Fasern (Sadler 1998).

Rattenhaut

In der Grundlagenforschung wird gerne Rattenhaut als Modell fiir die menschliche Haut her-
angezogen. Dies erklirt sich einerseits aus der Ahnlichkeit beziiglich des anatomischen und
histologischen Aufbaus, andererseits aber natiirlich auch aus der breiten Verfligbarkeit wegen
der einfachen und kostengiinstigen Haltung der Tiere. So wurde Rattenhaut schon mehrfach
zur Erforschung der Wundheilung (z.B. Dorsett-Martin 2004), von verschiedensten Hauter-

krankungen wie z.B. der Psoriasis (z.B. Schon 1999) oder Alopezia areata (z.B. McElwee et
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al. 1998) sowie zur Untersuchung von Arzneimittelwirkungen auf die Haut (z.B. Uetrecht
2005) u.a. herangezogen.

Analog zu der menschlichen dermalen Histogenese kann man auch bei der Entwicklung der
Rattenhaut das Prinizip der schrittweisen, sich von basal nach apikal vollziehenden Differen-
zierung der Zellen beobachten (Hanson 1947). Zu Beginn wird die Epidermis auch hier nur
von einer ein-, spéter einer mehrschichtigen Lage von platten bis kubischen Epithelzellen ge-
bildet, dem Stratum germinativum. Von dieser Zelllage aus werden die folgenden Schichten
gebildet. Etwa ab dem 15. — 16. Schwangerschaftstag (SST) erscheint auch in der Rattenhaut
das Stratum intermedium, welches zum Stratum spinosum und dem Stratum granulosum wei-
ter differenziert. Letztere sind bei der Ratte etwa ab dem 18. — 19. SST zu erkennen. Eine dem
menschlichen Stratum corneum entsprechende Schicht ist erst beim neugeborenem Tier sicht-
bar (Hanson 1947), wobei elektronenmikroskopische Untersuchungen gezeigt haben, dass die
Entwicklung der Hornschicht schon ab etwa dem 18. SST unter dem Periderm beginnt (Bauer

1972).

18. SST

Abbildung 2: H.E.-gefirbte Schnitte der Rattenhaut vom 18. SST und von neugeborenen Ratten zur Darstellung
der Histogenese. G.: Stratum germinativum, 1.: Stratum intermedium, Sp.: Stratum spinosum; Gr.: Stratum
granulosum, C.: Stratum corneum, P.: Periderm

Balken: 10 um

Schon sehr frith wird auch bei der Ratte ein Periderm sichtbar. Es umfasst die oberste, ein-
schichtige, nicht keratinisierende Zelllage aus flachen Zellen mit sehr dichtem Zytoplasma
(Fraser 1928) und ist wihrend der gesamten Fetalzeit nachweisbar. Es geht nahtlos in das
Amnionepithel iiber, dem es strukturell sehr dhnelt. Vermutlich haben beide den gleichen Ur-

sprung und eine dhnliche Funktion (Bonneville 1968). Die Haut der neugeborenen und die der

10
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adulten Ratte zeigen einen dhnlich geschichteten Aufbau wie die menschliche Haut (siche

Abbildung 2).

Osophagusepithel

Beim Menschen besitzt die Speiserohre ein mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel.
Man differenziert zwischen einem Stratum germinativum und einem Stratum superficiale. Die
Zellen werden von basal nach apikal immer flacher und liegen in den obersten Schichten par-
allel zur Oberflache. Im Gegensatz zum verhornten Epithel sind in den Zellen aller Schichten
Zellkerne enthalten (Kiihnel 1999). Dariiberhinaus findet man im unteren Osophagusdrittel

mukose Driisen (Schiebler et al. 1997).

Uber die Histologie, Ultrastruktur und Embryogenese des Osophagusepithels bei der Ratte ist
bisher nur sehr wenig publiziert. Bekannt ist, dass es sich im Gegensatz zum Menschen um
ein mehr oder weniger stark verhorntes, mehrschichtiges Plattenepithel handelt, das auf einer
dichten Lamina propria sitzt (Hebel and Stromberg 1986). Die ersten Zeichen der Keratinisie-
rung wiahrend der Embryogenese sind um den 18. - 19. SST zu erkennen, wobei Keratohya-
lingranula und apikale, kernlose Epithelzellen beschrieben werden (Kober 1975). Der Oso-
phagus der Ratte dient somit im Rahmen der vorliegenden Arbeit dazu, ein weiteres Beispiel

fiir ein verhornenden Epithels zu studieren.

Keratinisierung

Damit die Haut ihre Schutzfunktion iibernehmen kann, muss sie undurchléssig werden fiir
pathogene Keime und andere Irritantien. Dieser Prozess erfolgt durch die Keratinozyten der
Epidermis im Rahmen einer sich von basal nach apikal vollziehenden Differenzierung (Fuchs
1990). Im Stratum basale liegen die noch teilungsfahigen Stammzellen, die durch stindige
Teilung fiir Nachschub in die dariiber liegenden Zellschichten sorgen. Die im Stratum spino-
sum und Stratum granulosum liegenden Keratinozyten sind schon weiter ausdifferenziert. In
ihnen sind Gene zur Produktion von vielen verschiedenen Strukturproteinen aktiviert, deren

Expression der Epidermis Stabilitdt gibt und ihre Integritdt erhélt (Eckert et al. 1997).

11
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Zum grofiten Teil gehdren diese Proteine der Familie der Keratine an, diese machen wieder-
um ca. 85% des Gesamtproteins der Hornschicht aus (Presland and Dale 2000). Keratine sind
unlosliche Strukturproteine mit hoher Temperatur- und pH-Resistenz. Sie bilden ein intrazel-
luldres Netzwerk von Intermedidrfilamenten, die an Desmosomen und Hemidesmosomen
verankert sind und mit anderen Matrixproteinen interagieren. Die einzelnen Keratine bilden 2
— 3 nm dicke Protofilamente, die sich jeweils paarweise zu Protofibrillen zusammenlagern
(4,5 nm dick). Die Keratine sind reich an der Aminosdure Cystein, was die Bildung von zahl-
reichen Disulfidbriicken moglich macht, durch welche sowohl die Struktur der Proteine als
auch das intrazelluldre Netzwerk und die Protofibrillen gefestigt werden (Menefee 1977; Par-
ry and North 1998).

Im Stratum granulosum werden die Keratine weiter vernetzt, um so ein intrazelluldres Netz-
werk zu bilden. Fiir diese Vernetzung ist das histidinreiche Protein Filaggrin notwendig, was
als Profilaggrin zusammen mit den Keratinen die amorphen, irreguldr geformten, basophilen
Keratohyalingranula bildet. Zusammen mit den Keratinen macht das Filaggrin bis zu 90% der
Proteinmenge der Epidermis aus (Proksch et al. 2008).

Ein weiterer Schritt der Differenzierung der Korneozyten ist die Bildung des sog. ,,cornified
envelope®. Es handelt sich hierbei um ein komplexes Netzwerk aus Proteinen (v.a. Involu-
krin) und einer ceramidreichen Lipidschicht, die an der Zellmembran der Keratinozyten ab
dem Stratum spinosum entsteht. Sie festigt einerseits die mechanische Struktur der Membran
und sorgt andererseits fiir eine chemische Barriere gegeniiber vielen Keratinolytika (Fritsch
1998).

Die so entstandenen Keratinozyten besitzen also ein dichtes Netzwerk an Intermedidr- und
Keratinfilamenten und eine duf3erst stabile Zellmembran. Im weiteren Verlauf der Differen-
zierung stellen die Zellen ihre Syntheseleistung ein, bauen Zellorganellen ab und verlieren
den Zellkern. Es entstehen so flache, ,,backsteinartige* Bausteine, die v.a. durch epider-
misspezifische Lipide zusammengehalten, gewissermal3en ,,verklebt®, werden. Diese Lipide
werden als Odland-Korperchen gebildet und per Exozytose in den interzelluldren Raum abge-
geben (Nemes and Steinert 1999).

Sowohl bei der Zusammenlagerung, Aggregation und Stabilisierung der Keratine (Sun and
Green 1978), der Verkniipfung der Keratine mit dem Filaggrin (Fritsch 1998) als auch bei der
Bildung des ,,cornified envelopes* (Nemes and Steinert 1999) werden unter anderem Disul-
fidbriicken aus freien Sulfhydrylgruppen gebildet (Ogawa et al. 1979; Broekaert et al. 1982).

Sie stabilisieren die Strukturproteine in ihrer Tertidrstruktur und vernetzen die einzelnen

12
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Komponenten miteinander. Man nimmt an, dass fiir die enzymatische Verkniipfung freier SH-

Gruppen zu Disulfidbriicken in der Epidermis Sulfhydryloxidasen zusténdig sind.

Sulfhydryloxidase

Sulfhydryloxidasen sind in der Natur weit verbreitete Enzyme, die die oxidative Verkniipfung
von freien SH-Gruppen zu Disulfidbriicken (S-S) katalysieren, wobei freier Sauerstoff als
Elektronenakzeptor benutzt wird (Chang and Morton 1975; Ostrowski et al. 1979). Es wurden
bisher sowohl (eisen- und kupferabhingige) Metalloenzyme als auch Flavoproteine (FAD-
abhingig) beschrieben (Rony et al. 1958; Yamada et al. 1987a; Benayoun et al. 2001). Wih-
rend die frithen Berichte {iber die Metallabhéngigkeit der Sulfhydryloxidasen mittlerweile
angezweifelt werden (Kodali and Thorpe 2010), sind die FAD-abhidngigen Enzyme in den
letzten Jahren weiter klassifiziert und darauthin Quiescin-Sulfhydryl-Oxidasen (QSOX) ge-
nannt worden. Der Name leitet sich von der hohen genetischen Ahnlichkeit und Korrelation
zu Quiescin Q6 ab, welches in menschlichen Lungenfibroblasten gefunden wurde und dort
beim Ubergang vom proliferativen zum Ruhestadium exprimiert wird (Coppock et al. 1993;
Hoober et al. 1999a). Allen Vertretern der QSOX-Familie gemeinsam ist mindestens eine
Thioredoxin-Domine am N-terminalen Ende sowie am C-terminalen Ende eine sog.
ERV/ALR-Doméne (,,essential for respiration and vegetative growth® / ,,augmenter of liver
regeneration), die die FAD-Bindungsstelle besitzt. Beide Doménen sind auch einzeln be-
schrieben worden, letztere u.a. in Hefen und in der Mitochondrienmembran (Becher et al.
1999; Lee et al. 2000; Bihlmaier et al. 2007), so dass man bzgl. der QSOX-Familie vermutet,
dass es sich um eine Fusion von phylogenetisch dlteren Enzymen handelt (Coppock et al.
1998). Mittlerweile sind solche QSOX in einer Vielzahl von eukarytonten Organismen gefun-
den und beschrieben worden, von Pflanzen iiber Einzellern bis hin zum Menschen (Limor-
Waisberg et al. 2013) und sogar in Reptilien (Alibardi 2015). Sie zeigen iiber alle Spezies-
und Artengrenzen hinweg einen hohen Grad an genetischer Konservierung (Kodali and Thor-
pe 2010). Spezielle Untersuchungen wurden z.B. gemacht an Sulfhydryloxidasen in Kuh-
(Janolino and Swaisgood 1975) und menschlicher Milch (Isaacs et al. 1984), im Diinndarm
von Ratten (Lash and Jones 1983), in der Bldschendriise von Ratten (Ostrowski and Kistler
1980; Benayoun et al. 2001), im Hamster- (Chang and Morton 1975) und menschlichen Ho-
den (Aumuller et al. 1991), in Hiihnereiern (Hoober et al. 1999b), im Gehirn von Ratten

13
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(Mairet-Coello et al. 2002), in Aspergillus niger (de la Motte and Wagner 1987) und Penicil-
lium spp. (Kusakabe et al. 1982), in Insekten wie z.B. Anopheles gambiae (Magalhaes et al.
2008), in Hefezellen (Becher et al. 1999) und in der Haut von z.B. Ratten, Méusen, Rindern,
Kaninchen und auch Menschen (siehe Sulfhydryloxidase der Haut).

Bei der Katalyse von freien SH-Gruppen zu Disulfidbriicken (S-S) durch Sulthydryloxidasen
wird freier Sauerstoff als Elektronenakzeptor benutzt. Infolge dieser Reaktion entsteht H,O,,

was folgende Formel ausdriickt:

2 RSH + O, - R-SS-R + H,0O,

Diese Bildung von Disulfidbriicken ist vor allem bei der Reifung von Proteinen wichtig, da
dies ein wichtiger Schritt wihrend der posttranslationalen Modifizierung ist (Cook and Hogg
2013). Neu synthetisierte, noch ungefaltete Proteine werden u.a. durch die von der SOX ver-
kniipften Disulfidbriicken in ihre endgiiltige Tertidr- und Quartérstuktur iiberfiihrt (Codding et
al. 2012). Zu ihrer Bildung wird die Aminosdure Cystein oxidiert und mit einem weiteren
Cystein verkniipft (Heckler et al. 2008). Sulthydryloxidasen sind in hoher Konzentration vor
allem in Geweben zu finden, die eine starke sekretorische Aktivitiat aufweisen. Die intrazel-
luldre Lokalisation entspricht der von Exportproteinen: endoplasmatisches Retikulum, Golgi-

Apparat und sekretorische Granula (Thorpe et al. 2002; Chakravarthi et al. 2007).

Sulfhydryloxidase der Haut

1958 wurde zum ersten Mal eine Enzymaktivitit in der Haut von Kaninchen biochemisch
charakterisiert, welche SH-Gruppen zu verkniipfen schien (Rony et al. 1958). Es konnte ge-
zeigt werden, dass durch Extrakte aus Kaninchenhaut die Umsetzung SH-haltiger Substrate
wie Glutathion und Cystein unter Sauerstoffverbrauch katalysiert wurde. Auch wenn die Er-
gebnisse eine grofle Streuung aufwiesen (von Inhibition bis Beschleunigung der Katalyse),
konnte trotzdem der Schluss gezogen werden, dass die Haut des Kaninchens ein Enzym oder
ein Enzymsystem besitzt, welches freie SH-Gruppen zu Disulfidbriicken umsetzt, und das
demnach ,,Sulfhydryl-Oxidase* genannt wurde.

Uber eine Sulfhydryloxidase in der Haut wurden erst wieder ab Anfang der 80°er Jahre weite-

re Arbeiten publiziert (Takamori et al. 1980; Goldsmith 1987). Wieder konnte gezeigt wer-

14




1. Einleitung

den, dass verschiedene Substrate durch dieses Enzym katalytisch umgesetzt werden konnten,
diesmal allerdings aus der Haut von jungen Ratten. Die absolute Aktivitdt war in der Dermis
und Epidermis gleich, wohingegen die spezifische Aktivitdt in der Dermis héher war. Im Ge-
gensatz zu den Untersuchungen von Rony am Kaninchen konnte Takamori keinen Hinweis
auf eine Metallabhéngigkeit der SOX in der Rattenhaut finden (Takamori et al. 1980).

Einige Jahre spéter erschienen zwei weitere Arbeiten, die das bis dahin ,,skin sulfthydryl oxi-
dase* getaufte Enzym an der Haut von Rindern untersuchten (Yamada et al. 1987a; Yamada
et al. 1987b). Es konnten so jeweils mit dhnlichen Methoden wieder weitgehend die Ergebnis-
se von 1958 und 1980 bestétigt werden. Yamada et al. zeigten allerdings mit Extrakten aus
verschiedenen Bereichen der Rinderschnauze, dass die absolute Aktivitét dieser ,,Haut-
Sulthydryl oxidase*, gemessen durch den Umsatz von DTNB (5,5°-dithiobis(2-
Nitrobenzoesdure)), in der Dermis am hochsten war, wohingegen die relative Aktivitét (in
Bezug auf ng DNA bzw. mg 16sliche Proteine) im Stratum granulosum der Epidermis zwi-
schen 2,7 und 4,5 mal hoéher war als in der Dermis. Weitere Arbeiten schlossen sich an, in
denen es liberwiegend um die (bio-) chemischen und stochiometrischen Eigenschaften dieses
Enzyms ging (Yamada 1989; Yamada et al. 1989; Yamada et al. 1994). In diesen Arbeiten
zeigte sich unter anderem eine Kupferabhiangigkeit dieses Enzyms, womit es formal in die
Gruppe der Metalloenzyme eingereiht wurde.

Es gab schon linger Hinweise auf SH- und S-S-Gruppen auch in der menschlichen Haut,
woraus sich indirekt auch auf eine entsprechende Oxidase schlieflen lie3 (Ogura et al. 1962).
Ein direkter Nachweis dieses Enzyms in der menschlichen Haut wurde jedoch erstmals 1992
erbracht (Park et al. 1992). Das Enzym wurde aus préputialer Haut isoliert, aufbereitet und
biochemisch charakterisiert. Das gereinigte Enzym wurde als Antigen in Kaninchen injiziert
und mit dem so gewonnenen Antikorper verschiedene menschliche Gewebe immunhistoche-
misch untersucht. In der Haut war die SOX vor allem im Stratum granulosum zu detektieren.
Bei Ratten wurden erst 2000 erste Versuche zur immunhistochemische Lokalisation der SOX
durchgefiihrt (Hashimoto et al. 2000). Hierzu wurde ein polyklonaler Kaninchen-Antikorper
gegen die Sulthydryloxidase der Ratten-Blaschendriise verwendet (Kumari et al. 1990), des-
sen Kreuzreaktivitdt mit einem ebenfalls 65 kDa gro3en Enzym der Rattenhaut gezeigt wer-
den konnte. Hashimoto et al. zeigten die Lokalisation dieses Antigens im Stratum lucidum
(bzw. zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum) der Rattenhaut, und damit in den-
selben Schichten, in denen mit N-(7-dimethylamino-4-methyl coumarinyl)-malemid (DACM)
Disulfidbriicken nachgewiesen werden konnten. In einer weiteren Studie wurde gepriift, ob es

nach Behandlung der Rattenhaut mit TPA (12-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetate), all-trans-
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retinoin-Sdure und UVB-Bestrahlung zu einer verdnderten SOX-Immunreaktion kommt

(Hashimoto et al. 2001). Es zeigte sich auch hier, dass die Lokalisation des SOX-Antigens mit

der der S-S-Briicken ubereinstimmte.

Tabelle 1: Eigenschaften der Haut-Sulfhydryl-Oxidase (SOX).

Eigenschaft Spezies Quelle
Stochiometrie: R(SH), + O, —» RSS + H,0, Ratte 4,6
Experimentelle Substrate: Dithiothreitol, Dithioerythritol, D-Penicillamin,  Ratte 2
L-Cystein, N-acetyl Cystein, 2-Mercaptoethanol,
Gluthation
Gluthation, Cystein Kaninchen 1
Dithiothreitol > 2-ME > GSH > Cystein Rind 3
pH-Optimum: 8,2 Ratte 2
Temperaturoptimum: 45 °C Ratte 2
isoelektrischer Punkt: 4,65 Ratte 2
Molekulargewicht: ca. 65— 66 kDa Ratte 2,7
Maus 9
Mensch 5
Metallabhéingigkeit: keine Ratte 2
Kupfer Kaninchen 1
Rind 3
Grofie:
DNA: 1704 Basenpaare Maus 9
Aminosduren: 568 Maus 9
Lokalisation:
biochemisch (spezifi- Dermis > Epidermis Ratte 2
sche Aktivitit) Stratum granulosum Rind 3
immunhistochemisch Stratum granulosum Ratte 10
(Antigen) Mensch 5
Reptilien 12
Stratum lucidum Ratte 7,8
SchweiBdriisen Mensch 5
Gl. seborrh. Ratte 10
Haarfollikel Ratte 10
Dermis Maus 11
intrazelluldr Zytosol Ratte 2
Quellen:
1. Rony et al. 1958

Takamori et al. 1980
Yamada et al. 1987
Yamada et al., 1989
Park et al. 1992
Yamada et al. 1994
Hashimoto et al. 2000
Hashimoto et al. 2001
Matsuba et al. 2002
10. Tury et al. 2005

11. Portes et al. 2008

12. Alibardi 2015

VN RAWN
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2002 wurde dann die erste umfassendere Arbeit zur biochemischen und genetischen Charakte-
risierung der Sulthydryloxidase in der Epidermis von Méusen publiziert, die u.a. diese Haut-
SOX der Gruppe der Quiescin-SOX, und somit den FAD-abhéngigen Sulfthydryloxidasen,
zuordnete (Matsuba et al. 2002).

2006 erschien eine Arbeit von Tury et al., die das Vorkommen der QSOX in verschiedenen
Organen der Ratte untersuchten. Fiir den immunhistochemischen Nachweis wurde ebenfalls
ein gegen die SOX der Bldschendriise von Ratten gerichteter Antikdrper benutzt (Benayoun et
al. 2001). Auch hier konnte in der Epidermis, genauer im Stratum granulosum, das QSOX-
Antigen markiert werden, wogegen es in der Dermis oder in anderen Schichten der Epidermis
nicht gefunden wurde. Besonders erwédhnt wurde eine starke Farbung von Zellen in den sebor-
rhoischen Driisen und Haarfollikeln, die von den anderen Autoren bis dahin nicht beschrieben
wurde (Tury et al. 2006).

2008 haben Portes et al. erstmals, dhnlich wie vorliegende Arbeit, die Sulthydryloxidase wéh-
rend der prinatalen Periode in Médusen untersucht. Ganz im Gegensatz zu den bisher vorge-
stellten Arbeiten beschreibt diese Arbeitsgruppe hierbei jedoch ein volliges Fehlen des SOX-
Antigens in der Epidermis, wohingegen es sich in der Dermis deutlich darstellen lief3 (Portes
et al. 2008).

Eine Zusammenfassung iiber die bisherigen Erkenntnisse der Haut-SOX sind in Tabelle 1
dargestellt.

Da man weiB}, dass wihrend des Keratinisierungsprozesses in den Strukturproteinen der Epi-
dermis freie SH-Gruppen zu Disulfidbriicken verkniipft werden (siehe Kapitel
,Keratinisierung* auf Seite 11), und die Lokalisation der SOX mit der von S-S-Briicken in der
Epidermis weitgehend iibereinstimmt (Hashimoto et al. 2000), nimmt man eine wichtige
Funktion der SOX im Keratinisierungsprozess an (Hashimoto et al. 2001). Ahnliches zeigen
Ergebnisse von Untersuchungen an der Haut von Reptilien. Alibardi konnte an verschiedenen
Reptilien zeigen, dass eine QSOX (bzw. mehrere Isoformen) an der Grenze zwischen leben-
den Zellschichten und geharteter Hornschicht / Schuppen vorkommt, und zog den Schluss,
dass Sulfhydryloxidasen bei dem speziellen Hartungsprozess der Reptilienhaut fiir die Rei-
fung und Quervernetzung der hierbei benutzten Strukturproteine verantwortlich sind (Alibardi
2015).

Dass die Sulthydryloxidase dagegen sehr wahrscheinlich keine Funktion in dem Prozess des
Haarwachstums einnimmt, konnte Hamada und Suzuki an der Haut von Méiusen nachweisen

(Hamada and Suzuki 1996).
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Sulfhydryloxidase der Rattenhaut

Obwohl also die Haut-SOX schon in der Mitte des letzten Jahrhunderts erstmals nachgewie-
sen wurde, sind Details zum Enzym in der Haut noch recht spérlich und teilweise auch wider-
spriichlich (siehe Tabelle 1). Zudem sind alle bisherigen Erkenntnisse an verschiedenen Spe-
zies herausgefunden worden (Kaninchen, Ratte, Rind, Maus, Mensch). Vorliegende Arbeit
untersucht speziell die SOX der prinatalen und neugeborenen Haut der Ratte. Zur besseren
Ubersicht ist deswegen im Folgenden das aktuell gesicherte Wissen iiber die SOX der Ratten-
haut zusammengefasst:

Es gibt in der Haut der Ratte ein Enzym, welches in vitro in verschiedenen Substraten freie
SH-Gruppen unter Sauerstoffverbrauch zu Disulfidbriicken verkniipft (Takamori et al. 1980).
Die gefundene Stochiometrie speziell der Ratten-Haut-SOX scheint sich von der anderer

Sulthydryloxidasen zu unterscheiden (Yamada et al. 1989; Yamada et al. 1994), ndmlich:

R(SH)2 + 02 — RSS + H,0,

Das Enzym hat ein Molekulargewicht von etwa 65 kDa (Takamori et al. 1980; Hashimoto et
al. 2000), arbeitet bei einem pH-Optimum von 8,2 (Takamori et al. 1980) und hat ein Tempe-
raturoptimum von 45 °C (Takamori et al. 1980). Uber die Lokalisation gibt es widerspriichli-
che Angaben: die spezifische Aktivitit ist in der Dermis am hochsten (Takamori et al. 1980),
immunhistochemische Farbungen zeigen jedoch eine Lokalisation im Stratum granulosum
bzw. lucidum der Epidermis und keine Farbung in der Dermis (Hashimoto et al. 2000;
Hashimoto et al. 2001; Tury et al. 2006). Interessanterweise wird fiir die SOX der Rattenhaut
keine Metallabhingigkeit beschrieben (Takamori et al. 1980), jedoch fiir die vom Kaninchen
und Rind (Rony et al. 1958; Yamada et al. 1987b). Uber die SOX der prinatalen Rattenhaut

gibt es noch keine Erkenntnisse.

Katalase

Das Enzym Katalase findet man in nahezu allen Organen und Zelltypen (Chance et al. 1979;

Grabenbauer et al. 2001). Meistens ist sie intrazellulédr in kleineren Organellen lokalisiert,
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insbesondere in den Peroxisomen, wo sie u.a. klassischerweise als Markerenzym dient (De
Duve 1973). Die Katalase katalysiert die neutralisierende Umsetzung von H,O, zu Wasser
und Sauerstoff und trdgt somit zur Reduktion des oxidativen Stresses der jeweiligen Organe

bei. Die Reaktionsgleichung der Katalyse ldsst sich wie folgt beschreiben:

2 HzOz -2 H20 + 02

Betrachtet man speziell die Haut, gehort die Katalase zusammen mit der Superoxid-
Dismutase zu den Enzymen, die mit am meisten zur Abwehr von oxidativem Stress beitragen
(Sander et al. 2002). Vor allem die Exposition der Haut mit UV-Licht ist ein wesentlicher
Faktor fiir die Entstehung von Radikalen, fiir die es ein effizientes Schutzsystem bedarf
(Cross et al. 1998; Thiele et al. 2001). Die Katalase ist innerhalb dieses Systems fiir den letz-
ten Reaktionsschritt verantwortlich: zundchst werden Superoxide von der Superoxid-
Dismutase gespalten, wobei Wasserstoffperoxid entsteht, Wasserstoffperoxid widerum ist das
Substrat der Katalase, die es zu Wasser und Sauerstoff umsetzt. Die Interaktion beider Enzy-
me ist wichtig fiir einen effizienten Schutz der Haut vor endogen und exogen entstandenen

freien Radikalen (Hellemans et al. 2003).

Tabelle 2: Eigenschaften der Katalase (CAT).

Eigenschaft Quelle

Katalysierte Reaktion: 2 H,0, - 2H,0 + O, 2
pH-Optimum: 6,8 1
Molekulargewicht: 240.000 kDa 2
Untereinheiten: 4 2
Aktives Zentrum: Fe’*-Protoporphyrin 2
Dermale Lokalisation:

biochemisch (Aktivitét) Epidermis 3

immunhistochemisch (Antigen) Epidermis, Stratum granulosum 4

intrazellulér Peroxisomen, Zytosol 2
Quellen:

1. Williams 1928

2. Chanceetal 1979

3. Shindo et al. 1994

4. Muramatsu et al. 2005

Sowohl Messungen der biochemischen Aktivitit als auch immunhistochemische Farbungen
zeigen ein verstarktes Vorkommen der Katalase in der Epidermis (Shindo et al. 1994; Gra-

benbauer et al. 2001), hier besonders im Stratum granulosum (Muramatsu et al. 2005). Fiir
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den Keratinisierungsprozess der Haut ist die Katalase insofern interessant, als dass dieser Pro-
zess mit hoher Syntheseleistung und vielen metabolischen Umbauvorgéngen der Keratino-
zyten einhergeht, in dessen Folge auch viele Stoffwechselendprodukte wie z.B. H,O, anfallen.
In Analogie zu den Versuchen von Hashimoto et al., bei denen die Haut-SOX und freie SH-
Gruppen bzw. Disulfidbriicken simultan dargestellt wurden, hat die Arbeitsgruppe um Mura-
matsu 2005 die Katalase und ihr Substrat Wasserstoffperoxid in der Rattenhaut untersucht
(Muramatsu et al. 2005). Sie konnten zeigen, dass in der Epidermis H,O, hauptsidchlich im
Stratum granulosum gebildet wird. Auch der Nachweis der Katalase war im Wesentlichen
beschrinkt auf das Stratum granulosum. Da frithere Arbeiten gezeigt hatten, dass die Supero-
xiddismutase als potentieller H,O,-Produzent eben nicht ausschlieBlich in dieser Schicht zu
finden ist (Kobayashi et al. 1991; Sander et al. 2002; Hellemans et al. 2003), stellte Mura-
matsu die Hypothese auf, dass zumindest ein Teil des endogen entstehenden H,O, des Stra-
tum granulosums durch die Haut-SOX produziert wird. Die Katalase als H,O,-abbauendes
Enzym steht seiner Hypothese nach somit in direktem funktionellen Zusammenhang mit dem
H,0,-Produzenten SOX in der Haut. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber einige Eigenschaften

der Katalase.

Klinische Bedeutung

Die klinische Relevanz der Forschung iiber dermale Enzymsysteme, insbesondere der Enzy-
me, die in das vielfdltige Redoxsystem involviert sind, liegt begriindet in vielen Erkrankun-

gen, fiir deren Entstehung Fehlfunktionen dieser Systeme verantwortlich gemacht werden.

Die Dysbalance der Redoxsysteme in der Epidermis im Allgemeinen und die fehlerhafte
Funktion der dermalen Katalase im Speziellen wird z.B. als ein wichtiger pathogenetischer
Faktor bei der Entstehung der depigmentierenden Hauterkrankung Vitiligo angesehen (Arican
and Kurutas 2008). So konnte zum Beispiel Sravani et al. zeigen, dass die Aktivitéit der Kata-
lase bei Vitiligo-Patienten in befallenen Hautpartien im Vergleich zu gesunden Hautregionen
signifikant erniedrigt war (Sravani et al. 2009). Die Ergebnisse von Schallreuter et al. zeigten,
dass diese reduzierte Aktivitét nicht nur in den befallenen Hautpartien zu finden ist, sondern
auch in der klinisch gesunden Haut (Schallreuter et al. 1991). Dies steht offenbar in direktem

Zusammenhang mit der vorhandenen Menge von H,O; in der Haut bei betroffenen Patienten
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(Salem et al. 2009). Therapeutisch ist schon versucht worden, die fehlende Katalase von Au-

Ben in Form eines Katalasegels auf die Haut aufzutragen (Kostovic et al. 2007).

Uber die klinisch-pathologische Bedeutung der Sulthydryloxidase, vor allem die der Haut, ist
beim Menschen noch recht wenig bekannt. Zumindestens indirekt scheint sie bei der Pathoge-
nese des ,,Kinky-hair-Syndroms* bzw. der ,,Menkes Krankheit* beteiligt zu sein, bei der es in
Folge eines Defektes des Gens ATP7A4, welches fiir ein Kupfertransportprotein codiert, zu
einem Funktionsverlust von kupferabhingigen Enzymen kommt (Bertini and Rosato 2008).
Da bei betroffenen Patienten auch erhohte Werte von freien Sulthydrylgruppen im Keratin der
Haare festgestellt werden konnte, schloss man folglich auf eine Kupferabhéngigkeit der ent-
sprechenden defekten Oxidase (Danks et al. 1972). Klinisch macht sich dies bei betroffenen
Babys neben anderer Symptome in abnorm briichigen, glanzlosen und hypopigmentierten
Haaren sowie insgesamt hyperelastischem Gewebe (inkl. der Haut) bemerkbar (Bankier
1995). Obwohl die Kupferabhiangigkeit der Haut-SOX mittlerweile in Frage gestellt wird
(Kodali and Thorpe 2010), wird die Fehlfunktion einer Sulfhydryloxidase in der menschli-
chen Haut bei der Entstehung der dermalen Symptome inklusive fehlgebildeter Haare bei der

,menkes disease* als ein urséchlicher Faktor angesehen (Chen 2006; Ojha and Prasad 2016).

Ziele der Arbeit

Bisher publizierte Studien weisen darauf hin, dass die Haut-SOX an dem Keratinisierungs-
prozess von verhornenden Epithelien beteiligt ist. Bisher veroffentlichte Arbeiten beschaftig-
ten sich ausschlieBlich mit der SOX- und SH- bzw- S-S-Lokalisation in der Epidermis neuge-
borener oder adulter Ratten mit bereits fertig ausdifferenzierter und verhornter Epidermis. Die
vorliegende Arbeit untersucht die SOX erstmals wiahrend der Zeitspanne der Entwicklung von
einem unverhornten, undifferenzierten Epithel zu einem vollstdndig verhornenden Epithel der
Rattenhaut. Ziel ist es, den Zeitpunkt des ersten Auftretens des SOX-Antigens und seine Lo-

kalisation wéhrend des fetalen Keratinisierungsprozesses zu untersuchen.

Den gleichen Fragestellungen wird bei der Untersuchung der Katalase nachgegangen. Die
Untersuchung der Katalase erscheint insofern sinnvoll, als dass bei der Verkniipfung von Di-

sulfidbriicken in den Keratinen durch die Haut-Sulthydryloxidase wahrend der Keratinisie-

21



1. Einleitung

rung Wasserstoffperoxid entsteht. Wasserstoffperoxid ist ein Substrat der Katalase. Sollte
tatsdchlich, wie von anderen Autoren vermutet, in der Epidermis wéhrend der Keratinisierung
die Katalase bei der Spaltung des von der SOX produzierten Wasserstoffperoxides beteiligt
sein, miissten beide Enzyme eine gewisse Parallelitdt beziiglich Lokalisation und zeitlichem

Auftreten wihrend der epidermalen Differenzierung zeigen.

Als weiteres Beispiel eines verhornenden Epithels wird des Weiteren das Osophagusepithel

mit den gleichen Techniken und beziiglich der gleichen Fragestellungen untersucht.
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Tiere

Als Versuchstiere wurden Wistar-Ratten verwendet. Sie wurden im hauseigenen Tierstall
wihrend der Versuchszeit in einem 12h/12h Tag-/Nacht-Rhythmus mit Futter ad libitum ge-
mif geltender Tierschutzverordnungen gehalten.

Eine Tierversuchsanzeige (AZ VI 63 - 19¢ 20/15 ¢ MR 20/26) vom 17. Oktober 2003 wurde

vom Regierungsprasidium Giessen genehmigt.

Antikorper

Primarantikorper

Die Herstellung des in dieser Arbeit benutzten Anti-Sulfthydryloxidase-Antikorpers wurde
von der Arbeitsgruppe Seitz durchgefiihrt und war nicht Teil der vorliegenden Arbeit (Kumari
et al. 1990). Es handelt sich um einen polyklonalen Antikérper gegen SOX der Bldschendriise
von Ratten, erzeugt in Kaninchen. Dieser wurde schon mehrfach zum immunhistochemischen
Nachweis des SOX-Antigens verwendet (Seitz et al. 1989; Aumuller et al. 1991), eine
Kreuzreaktion mit der Haut-SOX der Ratte konnte gezeigt werden (Hashimoto et al. 2000;
Hashimoto et al. 2001; Matsuba et al. 2002)

Der Anti-Katalase-Antikorper wurde freundlicherweise von A. V6lkl, Heidelberg tiberlassen.
Es handelte sich um einen polyklonalen Antikorper gegen die Katalase in der Rattenleber, der
in Kaninchen erzeugt und ebenfalls schon frither charakterisiert worden war (Beier et al.

1988).
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Sekundarantikorper

Als Sekundirantikorper diente biotinyliertes Anti-Kaninchen-IgG. Dieses war Bestandteil des

kommmerziell erhiltlichen LSAB®-Kits der Dako Corporation, Carpinteria, CA (USA).

Fiir die Behandlung der Gewebeschnitte mit der Inmunfluoreszenzmethode wurden mehrere
Cy-3 bzw. rhodaminmarkierte Sekundérantikorper getestet, die in Tabelle 3 ndher aufgefiihrt
sind. In Kapitel 4 finden sich nidhere Erlduterungen. Fiir die im Ergebnisteil prasentierten Bil-

der wurde der mit #4 bezeichnete Sekundirantikorper verwendet.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Sekunddrantikorper

Bezeichnung Urspru?llgltikﬁrpel'i"arge " Markierung Firma Code / Charge
#1 Mouse Anti-rabbit | Cy3 tackson lmmuno- | Code: 2 1165109
#2 Goat Anti-rabbit Cy3 Dianova, Hamburg | Code: 111-165-003
#3 Mouse Anti-rabbit | Rhodamin ?gskesazillf fmuno- 53562: 92 21716- 085-109
#4 Goat Anti-rabbit Cy3 E;g(fcltf mmuno- gggj 41 01 219_ 165-003
Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind, soweit nichts anderes angegeben, von der Firma Roth
(Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen. Urheberrechtlich geschiitzte Namen sind nicht
extra gekennzeichnet (auch nicht in den folgenden Kapiteln ,,Gerdte und ,,Verbrauchsmate-

rialien®).

Weitere Chemikalien / Reagenzien:

Isopropanol (CH3),CHOH: ACROS Organics

DAPI: GIBCO BRL

Eindeckmittel: 100 ml PBS — 50% Glycerin + 1,5g Propyl-
gallate

LSAB-Kit: Dako Corporation (Carpinteria, CA, USA)

Ethanol: E. Merck (Darmstadt)
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Roti®-Block:

PBS-Puffer
In I Liter Aqua dest.:

Gerite

Schlittenmikrotom:

Mikroskope:

Fluoreszenzmikroskop:

10x Konzentrat (Carl Roth GmbH + Co
Karsruhe)

87 g NaCl, 3 g KH2PO4, 14 g NagHPO4,

zum Gebrauch 1:10 verdinnen.

Jung (Heidelberg)

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH,
Wetzlar oder Carl Zeiss

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH,
Wetzlar
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Herstellung der Préaparate

Fiir die Untersuchung der einzelnen Enzyme wéhrend der Hautentwicklung wurden Ratten-
feten in verschiedenen Stadien der Schwangerschaft verwendet. Dafiir wurden an einem defi-
nierten SST (Schwangerschaftstag) 0 ein Weibchen mit einem Bock verpaart. Wurde das
Weibchen triachtig, galt der Tag nach der Verpaarung als SST 1. Verlief die Schwangerschaft
regelrecht, so wurden die Feten entweder am 16., 17., 18., 19. oder 20. SST entnommen und

fixiert. Die Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Tiere.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Rattenfeten zur Gewinnung der Préiparate

Gesamtzahl der Em-

SST: bryonen im Wurf:
16. 14
17. 11
18. 2
19. 8
20. 9

Rattenweibchen lassen nur im fruchtbaren Stadium des Zyklus, also im spéten Proestrus und
Estrus, eine Begattung zu (Hebel and Stromberg 1986). Je nach vorherrschender Zellart im
Vaginalsekret bzw. in der Spiilfliissigkeit kann auf den Zeitpunkt im Zyklus geschlossen wer-
den (im Estrus liegen groB3e, verhornende Epithelzellen vor). Deshalb wurde vor der Verpaa-
rung bei jedem Rattenweibchen eine Vaginalspiilung durchgefiihrt und diese lichtmikrosko-
pisch untersucht. Waren die o. g. Zellen nachzuweisen, wurde der Paarungsversuch durchge-
fiihrt. Fehlten die spezifischen mikroskopischen Hinweise auf die fruchtbaren Tage, wurde am
folgenden Tag erneut eine Vaginalspiilung durchgefiihrt. So konnten die notigen Verpaa-

rungsversuche optimiert und Fehlversuche minimiert werden.
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Totung der Tiere

Zunéchst wurden die neugeborenen bzw. trachtigen Ratten in einem CO,-Behilter betiubt.

AnschlieBend wurden sie durch zervikale Dislokation (Genickbruch) getdotet.

Entnahme der Feten und Organe

Die getoteten Ratten wurden in Riickenlage auf einem Tieroperationstisch fixiert. Mit Hilfe
einer chirurgischen Pinzette wurde die Bauchdecke angehoben, es folgte die Er6ffnung durch
einen Langsschnitt. Der Uterus wurde freigelegt und pripariert. Die Feten wurden entnom-
men, in einem CO,-Behilter betdubt und in den unten aufgefiihrten Losungen fiir mindenstens

24 h fixiert.

Immersionsfixierungen

Folgende Immersionsfixierungen haben Anwendung gefunden. Die Feten wurden entspre-

chend der gingigen Protokolle fiir ca. 24 h in den jeweiligen Losungen fixiert:

Formol-Fixierung

4 % Formol in H,O

Bouin-Fixierung

15 Teile gesittigte wassrige Pikrinsdurelosung
5 Teile Formaldehydlésung (37 %)
1 Teil Eisessig
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Zamboni-Fixierung

20g Paraformaldehyd
150 ml gesittigte wassrige Pikrinsdurelosung 2 Stunden bei 60°C im Wérme-
schrank mit 2,5% NaOH tropfenweise neutralisiert

ad 1000 ml  PBS

Paraformaldehyd-Fixierung

4 % Paraformaldehyd in PBS

Weitere Behandlung der fixierten Gewebe

Zur Entwisserung der Priparate wurden diese fiir 24 h in eine 70 % Ethanol-Losung gelegt,
wobei diese einmalig gewechselt wurde. Die vollstindige Entwisserung erfolgte in einer auf-
steigenden Alkoholreihe (3-mal 2 h in Ethanol 80%, anschlieBend jeweils 2-mal 1,5 h in Et-
hanol 90%, 96% und Isopropanol 98%).

Zur Entfernung des Alkohols wurden die Préparate darauthin mit Intermedien aus Zedern-

holz I, II und III behandelt, jeweils fiir 24 h.

Paraffineinbettung

Die Tiere wurden aus dem Intermedium in eine gesittigte Losung von Paraffin in Benzol
iiberfiihrt. Die Aufbewahrung erfolgte fiir 30 Minuten in einem Wérmeschrank bei 30 °C.
Uber Paraffin mit steigenden Schmelzpunkten fand die Einbettung der Ratten in Paraplast
statt (jeweils 2-mal 1,5 h bei 46 — 48 C°, 52 — 54 C° und 56 — 58 C°). Nach dem Erkalten

konnten die Blocke aus der Metallform herausgelost werden.
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Anfertigung der Paraffinschnitte

Zunichst wurden Objekttrager diinn mit Chromalaun-Gelatine (Pappas 1971) beschichtet, um
zu verhindern, dass aufgezogene Schnitte sich bei Inkubationen und Spiilvorgingen abldsten.

Das Beschichtungsmedium wurde folgendermal3en hergestellt:

1,0 g Gelatine
0,1 g Kaliumchrom-III-sulfat,
ad 200 ml Aqua dest. bei 50 C°

Auf einem Schlittenmikrotom der Firma Jung, Heidelberg, wurden 4 bis 5 um dicke Schnitte
angefertigt. Diese wurden dann in warmes Aqua dest. tiberfiihrt und auf die beschichteten
Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden zuletzt in einem Warmeschrank fiir 12 h bei

45°C getrocknet.

Farbungen

H.-E.-Farbung

Histologische Schnitte der Feten und der neugeborenen Ratten wurden zunichst mit H.E. ge-
firbt. Die Himalaun-Eosin-Férbung gilt als Standard und erlaubt eine orientierende Uber-
sicht. Auf diese Weise lieB sich ein Uberblick iiber die Entwicklung der Haut sowie des
Oesophagus und ihrer jeweiligen Schichten gewinnen. Die H.E.-gefarbten Schnitte dienten
aullerdem als Orientierungshilfe bei von Beurteilung von Prédparaten, die mittels immunhi-
stologischen Methoden untersucht worden waren.

Es wurde ein Standardprotokoll verwendet, wie es in histologischen Labors {iblich ist, bein-
haltend die Entparaffinierung der Schnitte in Xylol, Hydratation in absteigender Alkoholreihe,
Farbung mit sauren Hdmalaun, Blduen in Leitungswasser, Entwasserung in aufsteigender Al-
koholreihe, Farbung mit Eosin-Phloxin, Waschen in Ethanol sowie erneut eine aufsteigende

Alkoholreihe. Zuletzt wurden die Schnitte in Corbit-Balsam eingedeckt.
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Das saure Hdmalaun wurde wie folgt hergestellt:

0,1 g Himatoxillin

0,02 g Natriumjodat

5,0 g Kalialaun

100 ml Aqua dest.; tiber Nacht stehen lassen, am nichsten Tag Gabe von
5,0 g Chloralhydrat

0,1 g Zitronensdure

5 Min. lang aufkochen, abkiihlen und filtrieren

Das Eosin-Phloxin wurde wie folgt hergestellt:

100 ml Eosin Y (1%)
10 ml Phloxin B (1%)
780 ml Ethanol (96%)

4 ml Eisessig

Kernfarbung mit DAPI

Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurde der blaufluoreszierende Farbstoff DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) benutzt. Dieser fluoresziert bei Anregung mit ultraviolettem Licht
im sichtbaren Bereich mit blauer bis cyaner Farbe. In Verbindung mit doppelstrangiger DNA
liegt das Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 358 nm, das Emissionsmaxium bei
461 nm. Der Farbstoff wurde in einer 1:100-Verdiinnung zu dem jeweiligen Zweitantikorper
gemischt (Endkonzentration: 1 pg/ml) und entsprechend lange auf die Schnitte gegeben. An-
schlieBend wurde wie oben beschrieben mehrfach mit PBS gewaschen, bevor die Schnitte auf

dem Objekttrager eingedeckt wurden.

Immunhistologische Nachweisverfahren

Immunbhistologische Farbungen von Geweben haben sich in den letzten Jahrzehnten als zu-

verldssige Methoden zur Detektion von Antigenen bewéhrt. Hierbei wird die Eigenschaft von
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Antikorpern genutzt, sich spezifisch an ein Antigen zu binden. Durch Markierung eines sol-
chen Antikorpers kann die Lokalisation des Antigens auf Gewebeschnitten optisch sichtbar
gemacht werden. Die verwendeten Antikorper konnen prinzipiell auf zwei verschiedene Arten
markiert sein: indirekt und direkt (Friemel 1984). Bei der direkten Methode kommt ein Anti-
korper zum Einsatz, der an sich schon markiert ist, ein weiterer Farbeschritt entfallt somit.
Dagegen ist bei der indirekten Methode nicht der Primarantikdrper markiert, sondern ein ge-

gen den Fc-Teil des Primérantikorpers gerichteter Sekundérantikorper.

Die Markierung kann auf vielféltige Arten erfolgen. Bei der Immunfluoreszenz-Technik wer
den die verwendeten Antikorper mit fluoreszierenden Substanzen gekoppelt, die so unter ei-
nem Fluoreszenzmikroskop, angeregt durch monochromatisches Licht, sichtbar werden
(Coons and Kaplan 1950). Immunenzym-Verfahren dagegen beruhen auf der enzymatischen
Umsetzung eines Chromogens in einen Farbkomplex, der mittels eines Lichtmikroskops zu

sehen ist (Nakane and Pierce 1967).

Immunhistochemisches Verfahren

In der vorliegenden Arbeit wurde als immunhistochemisches Nachweisverfahren der SOX-
und CAT-Antigene die sog. LAB-Methode (labelled avidin-biotin technique) verwendet. Hier
wird der Sekunddrantikérper mit dem Vitamin Biotin gekoppelt, welches eine spezifische und
hohe Affinitdt zu dem Glycoprotein Avidin besitzt. Das Avidin ist wiederum mit dem Enzym
Peroxidase gekoppelt. Diese Affinitit des Avidins zu Biotin ermdglicht nach Zugabe des Avi-
din-Peroxidase-Komplexes eine spezifische Bindung. So entsteht schlieBlich ein Biotin-
Avidin-Peroxidase-markierter Sekundérantikorper, der durch den Primérantikdrper am Anti-
gen gebunden ist. Das daraufthin zugegebene Diaminobenzidin (,,DAB*) wird durch die Pero-
xidase in Gegenwart von H,O, zu einem braunen, unloslichen Farbprodukt umgesetzt, wo-
durch indirekt das Antigen detektierbar wird.

Zur Durchfithrung der LAB-Methode wurde das DAKO LSAB+ Kit (DAKO CORPORA-
TION) verwendet (vergleiche hierzu Abbildung 3). Nach Entparaffinierung der Schnitte in
Xylol und Hydratation in einer absteigenden Alkoholreihe wurde zunéchst die endogene Per-
oxidaseaktivitét geblockt (mittels 3% H,O; in PBS). Die enzymatische Umwandlung des
Diaminobenzidins wurde somit spezifisch nur von der Peroxidase am Sekundérantikdrper

katalysiert.
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Danach wurden analog unspezifische Antikorperbindungsstellen mittels ROTI-Block ge-

blockt. Dies diente ebenfalls zur Sicherung der Spezifitéit der Ergebnisse. Durch die Blockung

unspezifischer Antigene bindet der Primérantikdrper nur an sein Antigenepitop. Nach mehre-

ren Spiilvorgdngen konnte dann der Primédrantikorper aufgetragen werden, der iiber Nacht in

der Feuchtkammer bei + 4 C° im Kiihlschrank inkubiert wurde (Abbildung 3, A). Dann wurde

der biotinylierte Sekundérantikdrper zugegeben (Abbildung 3, B), und anschlieBend die

Streptavidin-Peroxidase-Losung (Abbildung 3, C). Nun konnte das DAB hinzugegeben wer-

den, die Farbereaktion wurde unter dem Lichtmikroskop verfolgt und entsprechend mit Aqua

dest. gestoppt (Abbildung 3, D). Nach einer abschlieBenden Dehydrataion in einer aufsteigen-

den Alkoholreihe konnten die Schnitte in Corbit-Balsam eingedeckt werden.

A

B

4

4

D

J»E

e

A

A

Abbildung 3: Schematische Darstellung der LAB-Methode. Erlduterung im Text.
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Immunfluoreszenz-Verfahren

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir das Immunfluoreszenz-Verfahren hauptsachlich Cy3-
markierte Sekundérantikdrper verwendet. Eine Auflistung findet sich in Tabelle 3. Auch hier
wurde ein etabliertes Protokoll verwendet (vergleiche hierzu Abbildung 4). Nach Entparaffi-
nierung der Schnitte in Xylol und Hydratation in einer absteigenden Alkoholreihe wurden
unspezifische Antikdrperbindungsstellen mit ROTI-Block geblockt. Danach konnte der spezi-
fische Primérantikdrper aufgetragen werden (Abbildung 4, A), es folgte eine Inkubation mit
dem Primérantikorper in einer Feuchtkammer bei + 4 C° im Kiihlschrank {iber Nacht
(Abbildung 4, B). Am Folgetag konnte der markierte Sekundérantikdrper zusammen mit dem
Kernfarbstoff DAPI aufgetragen werden (Abbildung 4, C), es erfolgte eine 60 miniitige Inku-
bation. Eingedeckt wurden die Schnitte mit einem Eindeckmittel aus 100 ml PBS + 50% Gly-

cerin + 1,5g Propylgallat.

A B

2. Ak
4

VN VN

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Immunfluoreszenztechnik mit fluoreszierenden Sekunddrantikor-
pern. Erlduterung im Text.
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Digitale Fotographie und Bildbearbeitung

Alle Fotographien dieser Arbeit wurden an einem Leica (Fluoreszenz-) Mikroskop mit Hilfe
einer Digitalkamera (DXM1200F der Firma Nikon) durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit dem
Programm Nikon ACT-1 (Version 2.51) aufgenommen und digital archiviert. Die Bildbear-
beitung wurde mit dem Programm Corel® PHOTO-PAINT Version 6.0 oder GIMP 2.8 vor-
genommen.

Die Bilder der H.E.- und LAB-Féarbungen wurden ohne Fluoreszenzfilter aufgenommen und

ohne grofere Bildbearbeitung verwendet.

34



4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

Fixierungen und optimale Antikdrperverdiinnungen

Vorversuche waren notwendig, um die optimalen Fixierungsbedingungen und Antikorperver-
diinnungen festzustellen. Hierzu wurden neugeborene Ratten gemél der in Kapitel 3 be-
schriebenen Fixierprotokolle behandelt und mit unterschiedlichen Verdiinnungsreihen der
Primér- und Sekundérantikorper inkubiert. Als optimale Verdiinnung der Sekundérantikorper
wurde die hochste Verdiinnung angenommen, bei der eindeutig kein unspezifisches bzw. un-
gewollt spezifisches Signal bei Negativkontrollen und gerade noch eine eindeutig spezifische
Fluoreszenz bzw. Féarbung bei Positivkontrollen zu sehen war. Der Primédrantikorper wurde in
der hochsten Verdiinnung verwendet, bei der gerade eben ein spezifischer Nachweis in den
Positivkontrollen moglich war (Friemel 1984). Alle Versuche wurden fiir jeweils beide im-
munbhistologischen Detektionsmethoden optimiert (Immunfluoreszenz-Technik und LAB-
Farbung).

Die Fixierung mit Paraformaldehyd erwies sich fiir den Nachweis der SOX- und CAT-
Antigene als am giinstigsten. Alle anderen beschriebene Fixiermethoden (Formol-, Bouin-
und Zambonifixierung) lieBen nur schwichere Reaktionen zu (nicht gezeigt). Lediglich das
Priparat der Abbildung 25 war mit Bouin fixiert (Immunfluoreszenz-Methode, Katalase im
Osophagusepithel). Die gefundenen optimalen Antikdrperverdiinnungen sind in Tabelle 5
dargestellt.

Tabelle 5: Ergebnisiibersicht der Vorversuche zur Findung der optimalen Antikorperverdiinnungen. Die Be-
zeichnungen der Sekunddrantikorper entspricht der aus Tabelle 3.

Antikorper Optimale Verdiinnung
fiir Immunfluoreszenz fiir LAB-Methode

g Anti-SOX 1:1500 1:1000
& Anti-CAT 1:8000 1:5000

#1 | Mouse-anti-Rabbit-Cy3 (Jacksonlmm.R.) 1:400
i§ #2 | Goat-anti-Rabbit-Cy3 (Dianova) 1:400
% #3 | Mouse-anti-Rabbit-Rhodamin (JacksonImm.R) 1:400
” #4 | Goat-anti-Rabbit-Cy3 (JacksonImm.R.) 1:500
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Wie weiter unten aufgefiihrt zeigten alle verwendeten Sekunddrantikdrper bei Verwendung
mit der Immunfluoreszenzmethode ein mehr oder weniger stark artifizielles Signal in der Epi-
dermis ab dem 19. SST. Wie in Abbildung 7 zu sehen erschien der Antikorper #4 als derjeni-
ge mit der geringsten (bzw. fehlenden) unspezifischen Reaktion an den hier verwendeten Ge-
webeschnitten. Das Artefakt beschriankte sich lediglich auf die oberste Zellschicht (Periderm)
bzw. Hornschicht, so dass dieser Sekundirantikorper fiir die weiteren Versuche benutzt wur-

de.

Kontrollen der immunhistologischen Nachweisverfahren

Um die Aussagekraft immunhistochemischer Befunde zu gewéhrleisten, sind Kontrollen er-
forderlich, die die Spezifitit der durchgefiihrten Reaktionen priifen. Obwohl die Sekundéran-
tikorper kommerziell erworben wurden und die Spezifitit der beiden Primérantikdrper schon
frither untersucht und bestdtigt wurde (Y okota and Fahimi 1981; Beier et al. 1988; Hashimoto
et al. 2000), wurden bei allen hier vorgestellten Versuchsreihen Kontrollen mitgefiihrt. Es
wurden sowohl Leerwertkontrollen (nicht gezeigt) als auch Negativkontrollen durchgefiihrt
(Friemel 1984). Fiir die Negativkontrollen wurde bei sonst identischem Férbeprotokoll statt
des Erstantikorpers die entsprechende Menge an PBS-Puffer aufgetragen. Als Positivkontrolle
dienten Schnitte von Geweben der neugeborenen Ratte, bei denen schon beide Antigene
(SOX und CAT) nachgewiesen worden waren (Hashimoto et al. 2000; Hashimoto et al. 2001;
Muramatsu et al. 2005; Tury et al. 2006).

Kontrollen der Immunfluoreszenz

Zuerst wurde der verwendete Sekundérantikorper auf seine Spezifitdt zum Primérantikorper
hin iiberpriift. Es wurden Schnitte von Rattenfeten und neugeborener Ratten iiber Nacht nur
mit Blockreagenz inkubiert, um dann den fluoreszierenden Sekundérantikdrper zuzugeben
(siche Abbildung 5). Obwohl die Prédparate nicht mit einem Primérantikorper behandelt wur-
den, konnte man im subkutanen Bindegewebe regelmafBig fluoreszierende Strukturen erken-

nen. Vergleiche mit entsprechenden HE-Farbungen zeigten, dass es sich hierbei um ange-
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schnittene Blutgefdfle mit Erythrozyten handelte. Diese enthalten vermutlich ein unspezifi-

sches Bindungsepitop fiir den Sekundirantikorper.

17. SST

19. SST

neugeboren

Abbildung 5: Negativkontrollen der Cy3-Immunfluoreszenz der Epidermis von fetalen und neugeborenen Ratten
mit DAPI-Kernfdrbung. Zu erkennen sind die artifiziell gefirbten Erythrozyten in angeschnittenen Blutgefdifien
sowie das im Text niher beschriebene Artefakt an der Epidermis ab dem 19. SST.

Balken: 100 um.

Es lieB sich zudem erkennen, dass die Gewebeschnitte der Feten vom 19. und 20. SST insge-
samt mehr unspezifische Hintergrundfluoreszenz zeigten als die vom 16. bis 18. SST und von

der neugeborenen Ratte. Vergleichende Kontroll-Aufnahmen waren also bei diesen Tagen
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heller und intensiver. Dies war aber nicht nur auf die hier untersuchte Epidermis beschréinkt,
sondern zeigte sich im gesamten Préparat.

Bei den Rattenfeten vom 19. bis zum 20. SST konnte man in zunehmenden Mal3e ein diffuses
Fluoreszenzsignal direkt in (bzw. an) der obersten Zellschicht der Epidermis erkennen. Am
19. SST war dieses Signal erst in hoheren VergroBerungen zu sehen, am 20. SST und bei der
neugeborenen Ratte aber auch schon in der Ubersicht. Bei den neugeborenen Tieren fand sich

die oberste Hornschicht markiert. Die Epidermisschichten blieben dagegen frei.

[G%l 19.SST

n..,»_,,_,f’; -_‘"_ Q‘/"
e | .

Abbildung 6: Feten des 19. SST im Vergleich: Negativkontrollen der Immunfluoreszenzmethode (links) sowie
HE-Fdrbung (rechts).

P: Periderm; B: Stratum basale; Sp: Stratum spinosum, Pfeile: Zellkern
Balken: 10 um

Im Vergleich mit H.E.-Féarbungen entspricht diese fluoreszierende Zellschicht histologisch am
ehesten dem Periderm bzw. dem sich darunter entwickelnden Stratum corneum. Kennzeichen
des Periderms sind die flachen, quer zur Oberfliche liegenden Zellen mit dichtem, konden-

siertem Zytoplasma und flachen, langen Zellkernen, die sich deutlich vom darunterliegenden
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Stratum spinosum unterscheiden lassen (vgl. Abbildung 6). Eine genaue morphologische Un-
terscheidung, ob nun das Periderm direkt oder die sich darunter entwickelnde Hornschicht
vom Sekundérantikorper falsch positiv erfasst wurde, lieBen die gewéhlten Methoden nicht
zu. Bei den Gewebeproben von neugeborenen Ratten war allein die oberste Lage des Stratum

corneum markiert.

Um zu iiberpriifen, ob und in welchem Mal3e diese artifiziellen Markierungen Effekte des
verwendeten Sekundirantikorpers waren, wurden Kontrollen mit vier verschiedenen Sekun-
dédrantikorpern an Gewebeschnitten von Rattenfeten (18. SST bis neugeborenes Tier) durch-
gefiihrt. Die hierzu verwendeten Sekundérantikdrper konnen der Tabelle 3 entnommen wer-
den. Abbildung 7 zeigt Gewebeschnitte dieser Kontrolluntersuchungen mit allen vier Sekun-
déarantikorpern. Die eindeutig negativen Proben der Rattenfeten der Tage 16 und 17 sind nicht
gezeigt.

Das oben beschriebene Artefakt auf den untersuchten Gewebeschnitte war bei jedem der ver-
wendeten Sekundérantikorpern zu sehen. Bei den Proben von neugeborenen Tieren fand sich
ein Signal ausschlieBlich an der Hornschicht. Alle Antikérper wurden in mehreren Verdiin-

nungen verwendet mit immer den gleichen Ergebnissen.
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Abbildung 7: Verschiedene Sekunddrantikorper im Kontrollversuch vom 18. SST bis neugeborene Ratte. Die
Nummerierungen beziehen sich auf die Angaben in der Tabelle 3 auf Seite 24.

Auch die Negativkontrollen beim Osophagusepithel der Ratte erbrachten die gleichen Ergeb-

nisse wie oben fiir die Epidermis beschrieben. Dies ist in Abbildung 8 dargestellt.
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17. SST

19. SST

neugeboren

Abbildung 8: Negativkontrollen der Cy3-Immunfluoreszenz des Osophagusepithels von fetalen und neugebore-
nen Ratten mit DAPI-Kernfirbung.
Balken: 100 um

Kontrollen der LAB-Farbungen

Da gezeigt werden konnte, dass alle verfligbaren fluoreszierenden Sekundérantikorper ein
Artefakt an der Epidermis bzw. Hornschicht der Rattenfeten ab dem 19. SST hervorriefen,
wurde ein weiteres immunhistochemisches Verfahren angewendet, die LAB-Methode. Zu-

sédtzlich wurde eine Gegenfiarbung der Kerne durchgefiihrt, um die Orientierung auf dem
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Schnitt zu erleichtern und eventuelle Farbungen eindeutig zu lokalisieren. Die Zellkerne sind
in den folgenden Bildern demnach leicht blau gefarbt. Es wurden auch bei dieser Methode
Kontrollen durchgefiihrt. Abbildung 9 zeigt die Ergebnisse: alle Kontrollen waren negativ,

keinerlei Epitope wurden auf diesen Gewebeschnitten markiert.

16. SST 17. SST
18. SST 19. SST
20. SST neugeboren

Abbildung 9: Negativkontrollen der LAB-Methode vom 16. SST bis 20. SST und neugeborene Ratten. Es lassen
sich keine unspezifischen Fédrbungen erkennen.
Balken: 100 um.
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HE-Farbungen

Zunéchst wurden Gewebeschnitte von Ratten-Feten vom 16. SST bis zum 20. SST und von
neugeborenen Ratten mittels HE-Firbung gefirbt, um einen morphologischen Uberblick iiber
die Anatomie und Entwicklung der Epidermis der Ratte zu bekommen (Abbildung 10). Man
konnte erkennen, dass die Epidermis von Tag zu Tag mehr Zelllagen aufwies. Bei neugebore-
nen Ratten zeigte sich die typische Schichtung mit Stratum basale/germinativum, intermedi-
um, spinosum, granulare und corneum.

Die Epidermis der Rattenfeten vom 16. SST bestand aus diffus nebeneinander liegenden, im
wesentlichen isoprismatischen Zellen ohne erkennbare Schichtung. Am 17. SST zeigten sich
ein bis zwei zusétzliche Zellagen. Der epidermale Zellverband erschien dichter. Ab dem 18.
SST konnte man eine basale Zellschicht erkennen, auf die sich weitere Zelllagen aufsetzten.
Die Zellen der basalen Schicht, dem Stratum germinativum, waren im wesentlichen isopris-
matisch. Je weiter apikal die Zellen lagen, desto flacher wurden sie. Direkt iiber dem Stratum
germinativum zeigte sich nun deutlich das Stratum intermedium / spinosum mit unregelmafi-
gen, vesikuldren Zellen, die ungeordnet ca. 2 — 3 Zelllagen ausmachten. Das Zytoplasma der
obersten, flachen Zellen erschien kondensiert und der Zellkern war flach und lang, was typi-
sche histologische Erkennungsmerkmale des Periderms sind. Einzeln konnte man auch schon
Granula des sich entwickelnden Stratum granulosum erkennen (vgl. Abbildung 11 und
Abbildung 2).

Im subkutanen Gewebe waren zu allen Zeitpunkten lockere Zellverbande und Gefa3e mit zum
Teil noch enthaltenden Erythrozyten zu erkennen. Die Proben von den Feten vom 19. SST
zeigten zusitzliche Zelllagen und einer noch welligeren Oberfldche. Die Zellen des Stratums
intermedium / spinosum erschienen noch grofer und vesikulédrer. Direkt dariiber konnte man
immer noch deutlich das Periderm erkennen. Hier lieen sich nun im Vergleich zu den Gewe-
beschnitten von Feten des 18. SST noch regelmifiger Granula ausmachen als Hinweis auf das
Stratum granulosum, welches sich direkt unter dem Periderm entwickelte und je nach Dicke
des Periderms fast bis an die Oberfldche reichte. Auffillig war, dass sich zu diesem Zeitpunkt
schon regelméBig Liicken im Periderm feststellen lieen, in denen horndhnliche Strukturen

von ihrer Unterlage abzuschilfern schienen.
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16. SST 17. SST

Abbildung 10: HE-Firbungen der Haut von Ratten vom 16. SST bis neugeborene Ratten .
Balken: 100 um

Die Epidermis der Rattenfeten des 20. SST erschien im Gesamten gedrungener. Die gro3en
Vakuolen und Vesikel im Stratum intermedium und spinosum vor dem 20. SST, die diesen
Zellschichten ein aufgelockertes Aussehen gaben, waren nun nicht mehr so ausgeprigt vor-
handen. Zellgrenzen lieBen sich nur schwer erkennen. Deutlich zeigte sich nun ein Stratum
granulosum. Es lie sich auch eine diinne Schicht abgeschilferter Hornlamellen erkennen als
erstes Zeichen fiir die Bildung eines Stratum corneum, welches nicht kontinuierlich {iber das

gesamte Integument sichtbar war. Ahnliches war schon vereinzelt bei den Proben der Feten
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vom 19. SST und sogar vom 18. SST erkennbar. Peridermzellen lieBen sich nur noch verein-
zelt darstellen. Ab dem 20. SST waren auch Haarfollikel zu sehen, die von der Epidermis bis
in die darunterliegende Subkutis reichten. Die Epidermis der neugeborenen Ratte zeigte das
Bild eines ausdifferenzierten, mehrschichtigen, verhornenden Epithels. Eine deutliche Horn-
schicht war nun abgrenzbar. Im Stratum granulosum fanden sich eosinophile Granula.
Hohere VergroBerungen zur Benennung der einzelnen Schichten sind in Abbildung 11 darge-

stellt.

Abbildung 11: HE-Firbungen der Rattenhaut vom 18. SST bis neugeborene Ratten. B: Stratum basale; P: Peri-
derm; Sp: Stratum spinosum,; Gr: Stratum granulosum,; C: Stratum corneum.
Balken: 10 um
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Sulfhydryloxidase

Die Schnitte von embryonaler und neugeborener Ratte wurden auBer mit HE-Farbungen auch
mittels immunhistochemischer Verfahren auf die Anwesenheit des Enzyms SOX untersucht.
Zur Anwendung kam ein polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen SOX aus der Bldschen-
driise der Ratte. Die Immunkomplexe wurden mittels Immunfluoreszenz bzw. mit Hilfe der
LAB-Methode lichtmikroskopisch nachgewiesen. Ziel beider Nachweismethoden war einer-
seits, die genaue Lokalisation und Verbreitung dieses Enzyms in der Epidermis zu untersu-
chen, und andererseits den Zeitpunkt des ersten Auftretens des Antigens wihrend der Em-

bryogenese zu bestimmen.

Die beiden immunhistologischen Methoden zur Detektion des Haut-SOX-Antigens in der
embryonalen und neugeborenen Rattenhaut haben im Wesentlichen die gleichen Ergebnisse
erbracht. Sie unterschieden sich jedoch aufgrund der unterschiedlichen Auswertungsmethoden
(Fluzoreszenzmikroskopie vs. Lichtmikroskopie) und der sich daraus ergebenden Kontrast-
und Farbunterschiede, so dass insbesondere die Verteilung des SOX-Antigens unterschiedlich
bewertet werden konnte. Dariiberhinaus war die LAB-Methode eine gute Kontrolle des weiter
oben beschriebenen Artefaktes der fluoreszierenden Sekundirantikorper (siehe ab Seite 36),
da die artifizielle Firbung des beginnenden Stratum corneum / Periderms hier nicht auftrat.
Eine vergleichende Ubersicht von HE-, LAB- und Fluoreszenzbildern ist in Abbildung 12
gezeigt.

Die Gewebeschnitte, die mittels der Immunfluoreszenztechnik behandelt wurden, zeigten am
16. und 17. SST in der Epidermis keinerlei Signal, gleiches galt fiir die Bilder der LAB-
Methode. Am 18. SST wurde ein klares, iiber der obersten Zellschicht gelegenes Fluoreszenz-
signal sichtbar. Mittels der LAB-Methode zeigte sich zusitzlich auch eine leichte, diffuse
Braunfirbung der gesamten Epidermis. Diese Farbung wurde in Hautpartien am Riicken der
Tiere am 19. SST wieder diffuser und eher auf die gesamte Epidermis verteilt. Das bei den
Gewebeproben des 19. SST erkennbare Fluoreszenzsignal an den apikalen Zellschichten lie3
sich am ehesten auf den weiter oben beschriebenen Sekundérantikorperartefakt zuriickfiithren,

da eine entsprechende Farbung mittels der LAB-Methode nicht gelang.
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4. Ergebnisse

Erklirung zu Abbildung 12 auf Seite 47: Vergleichende Darstellung der HE-Fdrbung (Links), LAB-Fdrbung
(Mitte) und Immunfluoreszenz (Rechts) mit Anti-SOX-Antikérper vom 16. SST bis zur neugeborenen Ratte, dor-
sale Hautpartien. Fl: Fluoreszenz; B: Stratum basale; Sp: Stratum spinosum; P: Periderm; C: Stratum corneum,

G: Stratum granulosum; In: Stratum intermedium; Ger: Stratum germinativum.
Balken: 10 um

Die Epidermis der Feten des 20. SST fand sich mittels der LAB-Methode intensiv und homo-
gen gefarbt. Unter Verwendung der Immunfluoreszenztechnik war dagegen apikal eine stér-
kere Signalintensitit zu beobachten als in den basalen Zellschichten.

Bei den Gewebeschnitten von neugeborenen Ratten war eine Markierung der SOX konzen-
triert und spezifisch im Stratum granulosum der Epidermis zu erkennen, sowohl mittels der
Fluoreszenz- als auch mit der LAB-Methode. Die basalen Zellschichten blieben frei, ebenso
die Haarfollikel. Einzelne Lamellen der nun aufgelockerten Hornschicht reagierten ebenfalls

positiv.

Auftillig war ein deutlicher Unterschied zwischen dorsalen und ventralen Hautpartien. Dorsal
zeigte sich ab dem 18. SST die klar zu erkennende, in der obersten Zellschicht gelegene Fluo-
reszenz, wohingegen ventral dieses noch nicht sichtbar war (siche Abbildung 13). Erst am 19.
SST lieB sich auch an der ventralen Rattenhaut ein dhnliches Signal erkennen. Bei den Proben
der neugeborenen Tiere war in der Epidermis ein Unterschied in der Fluoreszenzintensitét zu
erkennen: dorsal war die Fluoreszenz intensiver und stirker als ventral. Diese Ergebnisse

konnten mit beiden Detektionsverfahren erzielt werden.
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4. Ergebnisse

18. SST ventral 18. SST dorsal
19. SST ventral 19. SST dorsal

ventral dorsal

neugeboren ventral neugeboren dorsal

Abbildung 13: Immunfluoreszenz, SOX-Cy3 + DAPI-Kernfirbung zur Darstellung des unterschiedlichen Nach-
weises des SOX-Antigens in der ventralen und dorsalen Rattenhaut.
Balken: 100 um
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Beziiglich der Nachweisbarkeit der SOX in der fetalen Rattenhaut war der 18. SST sehr be-
deutsam. Hier lie3 sich an der dorsalen Rattenhaut zum ersten Mal das Antigen detektieren.
Abbildung 14 zeigt einige Ausschnitte von diesem Zeitpunkt. Es war auftillig, dass die band-
formigen Immunreaktionen iiber der Epidermis nur abschnittsweise zu erkennen waren. Es
gab weite Abschnitte, die markiert waren, neben ebenso langen Abschnitten ohne erkennbares
Floureszenzsignal. Dies zeigte sich sowohl am 18. SST an der dorsalen als auch am 19. SST

an der ventralen Rattenhaut.

18. SST J

C LES NN £ i

Abbildung 14: Mehrere Ausschnitte aus der dorsalen Haut eines Rattenfetus zum Zeitpunkt 18. SST, die Kon-
trollen sind nicht abgebildet. Die abschnittsweise vorkommenden Markierungen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
A+B Immunfluoreszenz-, C+D LAB-Technik.

Balken: 100 um.

Die unterschiedliche Aussagekraft der beiden Detektionsverfahren wird besonders bei Be-
trachtung in hoherer Vergroflerung deutlich. Abbildung 15 zeigt exemplarisch Ausschnitts-

vergroBBerungen ab dem 18. SST bis zur neugeborenen Ratte (Immunfluoreszenztechnik).
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4. Ergebnisse

20. SST

neugeboren

Abbildung 15: Ausschnittsvergréfierungen ab dem 18. SST, Anti-SOX, dorsale Hautpartien der Ratte. Rechts
Jjeweils der markierte Ausschnitt aus links. Immunfluoreszenztechnik.
Balken: 10 um
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4. Ergebnisse

Hier war zu erkennen, dass sich das Signal in punktformigen, granulédren, im Cytoplasma
verteilten Strukturen konzentrierte. Dies galt auch fiir die weiter oben beschriebenen band-
formigen Strukturen am 18. SST (vgl. Abbildung 11).

Abbildung 16 zeigt dhnliche Ausschnittsvergroflerungen von Proben, die mittels der LAB-
Methode behandelt wurden. Erkennbar war hier eine homogene Verteilung des Farbsignals
ohne erkennbare Granula.

Tabelle 6 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber das Auftreten des SOX-Antigens
wihrend der fetalen Entwicklung der Rattenhaut in den einzelnen Epidermisschichten. Es
wurden hierfiir nur die dorsalen Hautpartien berticksichtigt. Wie weiter oben ausgefiihrt
konnte in ventralen Hautpartien das SOX-Antigen erst einen SST spéter nachgewiesen wer-

den.

Tabelle 6: Tabellarische Darstellung der SOX-Nachweisbarkeit in den verschiedenen Epidermisschichten wih-
rend der Entwicklung vom 16. SST bis zur neugeborenen Ratte in der dorsalen Epidermis. +: SOX nachweisbar,
++: SOX deutlich nachweisbar, (+): SOX fraglich oder unspezifisch nachweisbar.

SOX 16. 17. 18. 19. 20. neug.
Stratum cor-

neum (G) Q) Q)
Stratum gra- - - ++ ++

nulosum

Stratum spi- +) + -

nosum
Stratum in-
termedium ) M M
Stratum ger-
minativum / +) + +

basale

52




4. Ergebnisse

Abbildung 16: LAB-Firbungen der dorsalen Rattenhaut vom 18. SST bis neugeborene Ratte, rechts Ausschnitts-
vergrofierungen aus links.
Balken: 10 um
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4. Ergebnisse

Katalase

In der Entwicklung und Funktion der Haut wird der Katalase eine wichtige Rolle im Redox-
System zugeschrieben. Im Folgenden wurde mit den gleichen Methoden wie im vorherigen
Abschnitt auch die Katalase nachgewiesen. Hier wurden ebenfalls den Fragen nach dem Zeit-
punkt des ersten Auftretens und der Lokalisation nachgegangen, um die Ergebnisse mit denen

der SOX zu vergleichen.

Die Ergebnisse lieBen auch hier sowohl Unterschiede zwischen als auch Gemeinsamkeiten bei
den beiden Detektionsmethoden erkennen. Wéhrend die LAB-Methode eher genauere Aussa-
gen liber die Lokalisation des Antigens in den jeweiligen Zellschichten zulie3, konnte mit
Hilfe der Immunfluoreszenztechnik eher das erste Auftreten und die intrazelluldre Verteilung
der Katalase beurteilt werden. Analog zu Abbildung 12 sind auch fiir die Reaktionen mit dem
Anti-Katalase-Antikorper vergleichende Bildserien mit HE-Farbung, LAB-Farbung und Im-
munfluoreszenz abgebildet (siche Abbildung 17).
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4. Ergebnisse

Erklirung zu Abbildung 17 auf Seite 55: Vergleichende Darstellung der HE-Fdrbung (Links), LAB-Fdrbung
(Mitte) und Immun-fluoreszenz (Rechts) mit Anti-CAT vom 16. SST bis zur neugeborenen Ratte, dorsale Haut-
partien. Fl: Fluoreszenz; B: Stratum basale; Sp: Stratum spinosum; P: Periderm; C: Stratum corneum; G:

Stratum granulosum, In: Stratum intermedium,; Ger: Stratum germinativum.
Balken: 10 um

Bereits am 16. SST war ein schwaches Fluoreszenzsignal in der gesamten Epidermis erkenn-
bar. In hoheren Vergroerungen (siche Abbildung 18) war zu sehen, dass der fluoreszierende
Immunkomplex feinkdrnig granuldr in den Epidermiszellen verteilt war, vermutlich den Pero-
xisomen entsprechend. Diese feinkdrnige Verteilung blieb wihrend des gesamten untersuch-
ten fetalen Entwicklungszeitraums bestehen.

Am 17. SST und 18 SST war jeweils das Floureszenzsignal immer deutlicher und kréftiger zu
erkennen. Am 17. SST waren jedoch in den apikalen Zellschichten tendenziell mehr Granulae

zu erkennen als in den basalen Epidermisschichten, am 18. SST war dies genau umgekehrt.
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4. Ergebnisse

neugeboren

Abbildung 18: Ausschnittsvergrofierungen, Immunfluoreszenz mit Anti-Katalase-Cy3 + DAPI-Kernfirbung der
dorsalen Rattenhaut. Rechts: Ausschnitte aus links. Balken: ca. 5 um
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4. Ergebnisse

Abbildung 19: Ausschnittsvergréfierungen, LAB-Methode mit Anti-Katalase ab dem 18. SST.
Balken: 10 um
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4. Ergebnisse

Vom 18. zum 19. SST war eine deutliche Verdnderung der Lokalisation des CAT-Antigens zu
sehen. Die vorher vor allem basal erkennbare Immunfluoreszenz war génzlich nach apikal
verlagert. Vor allem in den Proben der Rattenfeten, die mittels der LAB-Methode behandelt
wurden, lief sich gut erkennen, dass die markierten Strukturen eher unter dem Periderm loka-
lisiert waren.

Eine dhnliche Verteilung war auch bei den Gewebeschnitten des 20. SST zu sehen. Die Inten-
sitdt des Fluoreszenzsignals war teilweise zu diesem Zeitpunkt noch intensiver als am 19.
SST.

Auf den Gewebeschnitten der neugeborenen Ratten zeigte sich letztendlich eine spezifische
Immunreaktion im Stratum granulosum. Besonders hervorzuheben bei der Haut der neugebo-
renen Ratte sind einzelne Katalase-positve Zellen bzw. Zellgruppen, die am Grund von Haar-
follikeln lokalisiert waren. Vergleicht man ventrale und dorsale Hautpartien, so war kein Un-
terschied beim Nachweis der Katalase zu erkennen.

Tabelle 7 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse beider Detektionsverfahren mit dem

Katalase-Antikorper.

Tabelle 7: Tabellarische Darstellung der Katalase-Nachweisbarkeit in den verschiedenen Epidermisschichten
wiéhrend der Entwicklung vom 16. SST bis zur neugeborenen Ratte in der dorsalen Epidermis. +:Katalase
nachweisbar, ++: Katalase deutlich nachweisbar, (+): Katalase schwach nachweisbar.

Katalase 16. 17. 18. 19. 20. neug.
Stratum cor-
neum G + Q)
Stratum gra- *) + + — + -
nulosum
Stratum spi-
nosum ) + + ) +
Stratum in-
termedium ) * * )
Stratum ger-
minativum / () + + D)
basale
Haarfollikel

Am Grund von Haarfollikeln lieBen sich regelmiBig Ansammlungen von Zellen erkennen, die
mit beiden immunhistologischen Detektionsverfahren eine besonders intensiv positive Im-

munreaktion flir Katalase zeigten. Dies lie sich nur auf den Gewebeschnitten von neugebo-
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4. Ergebnisse

renen Ratten beobachten, nicht jedoch bei den anderen untersuchten Stadien der fetalen Ent-

wicklung. Abbildung 20 zeigt zwei Beispiele in unterschiedlichen Vergroflerungen.

Abbildung 20: Beispiele von Katalase-positiven Zellen in den Haarfollikeln der neugeborenen Rattenhaut (Im-
munfluoreszenztechnik)
Balken: 100 um

Man erkennt deutlich das Katalase-Antigen im Stratum granulosum als kontinuierliches Fluo-
reszenzsignal. Im subkutanen Gewebe sind hauptsichlich die blau gefarbten Zellkerne der
Bindegewebszellen zu erkennen (DAPI). Am Grund und am Rand von einzelnen Haarfolli-
keln waren einzelne, wenige, zusammenliegende Zellen zu erkennen, welche sich ebenfalls
mit dem Antikdrper intensiv markieren lieBen. Auch mit der LAB-Methode lieen sich diese
Zellen nachweisen, wie Abbildung 21 zeigt. Im Langsschnitt der Haarfollikel lagen diese
Zellen gegeniiber, was vermuten lief3, dass sich diese Katalase-positiven Zellen als eine Art
Ring um das Haar legten. Teilweise war aber auch nur eine einzelne Zelle zu finden, welche

die beschriebene Markierung zeigte.

Abbildung 22 zeigt diese Zellen und Zellnester in hoherer VergroBerung (Immunfluoreszenz-
und LAB-Methode). Analog zur Epidermis lassen sich hier punktférmige Strukturen erken-
nen, die im gesamten Zytoplasma einzelner Zellen verteilt sind (Peroxisomen).

Anzumerken ist, dass das SOX-Antigen an den Haarfollikeln nicht detektiert werden konnte.
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Abbildung 21: Beispiele von Katalase-positiven Zellen in den Haarfollikeln der neugeborenen Rattenhaut (LAB-
Methode).

Balken: links 100 um, rechts 10 um
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Abbildung 22: Katalase-positive Zellen in hoherer Vergrofferung an den Haarfollikeln der Haut von neugebore-

nen Ratten, nachgewiesen mit Anti-Katalase mittels Immunfluoreszenztechnik (oben) und LAB-Methode (unten).
Rechts Ausschnitte aus links.

Balken: 10 um
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4. Ergebnisse

Osophagusepithel

Die Hornschicht der Haut nimmt eine wichtige mechanische und chemische Schutzfunktion
wahr. Zum Aufbau dieser Hornschicht werden SH-Gruppen der Strukturproteine durch die
SOX verkniipft. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die SOX wihrend der
fetalen Entwicklung der Rattenhaut ab dem 18. SST in apikalen Zellschichten auftritt und bis
zur Geburt spezifisch im Stratum granulosum nachzuweisen ist.

Bei der Ratte ist auch das Osophagusepithel, im Unterschied zum menschlichen Osophagus,
ein verhorntes Plattenepithel. Es wurde deshalb als weiteres Beispiel eines verhornten Epit-

hels auf die Nachweisbarkeit der beiden Antigene untersucht.

neugeboren

Abbildung 23: Osophagus der Ratte, Immunfluoreszenztechnik mit Anti-SOX am 18. SST und beim neugebore-
nen Tier.
Balken: 10 um
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse dhnelten denen der Untersuchungen an der Epidermis. Ab dem 18. SST lief3
sich das SOX-Antigen diskontinuierlich iiber der obersten Zellschicht nachweisen. Abbildung
23 und Abbildung 24 zeigen exemplarisch AusschnittsvergroBerungen von Gewebeschnitten
des Rattendsophagus vom 18. SST und von neugeborenen Ratten. Auch hier war die aus z.B.

der Abbildung 15 bekannte feinkornige Verteilung des SOX-Antigens zu erkennen.

Auf den Gewebeschnitten neugeborener Ratten lief3 sich eine gleichméBige Verteilung des
SOX-Antigens im Epithel erkennen. Dartiberhinaus fielen aber einzelne Zellen auf, deren
Zytoplasma deutlich kréftiger markiert war. Diese befanden sich ausschlieBlich in der ober-

sten Zellschicht. In der Epidermis waren solche Zellen nicht zu erkennen.

neugeboren

Abbildung 24: Osophagus der Ratte, LAB-Technik mit Anti-SOX am 18 SST. und beim neugeborenen Tier.
Balken: 10 um
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4. Ergebnisse

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Untersuchungen mit dem SOX-Antikorper ist das Ka-
talase-Antigen im Epithel des Osophagus gleichmiBig nachweisbar ohne Hinweis auf das
Vorliegen von besonders markierten Zellen im Epithelverband (Abbildung 25).

In den Gewebeschnitten, die mittels der LAB-Technik behandelt wurden, lieB3 sich die kdrnige
Verteilung erkennen wie sie in der Epidermis zu sehen war. Dagegen fand sich in den Proben,
die mittels der Immunfluoreszmethode untersucht wurden, eine gleichméfige Immunfluores-

zenz iiber das gesamte Epithel.
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Abbildung 25: Osophagusepithel der neugeborenen Ratte, LAB-Methode (oben) und Immunfluoreszenz (unten,
Gewebe fixiert mit Bouin) mit Anti-Katalase.
Balken: 10 um
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Vorversuche waren notwendig, um die fiir die immunhistologische Behandlung der Gewebe-
schnitte optimalen Bedingungen zu bestimmen. Es wurden Fixierungen mit Formol-, Bouin-,
Zamboni- und Paraformaldehydlésungen durchgefiihrt. Die Paraformaldehydfixierung stellte
sich als die beste Fixiermethode fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Immunde-

tektionsverfahren heraus.

Zunichst wurden an den Rattenfeten vom 16. bis zum 20. SST und an neugeborenen Ratten
HE-Firbungen durchgefiihrt, um einen Uberblick iiber die dermale Histogenese zu bekommen
und die Ergebnisse mit schon bekannten Erkenntnissen zu vergleichen. Es stellte sich heraus,
dass die verwendeten Priparate alle Merkmale der normalen, beschriebenen fetalen Entwick-

lung und Histologie der Rattenhaut zeigten.

Die SOX lieB} sich in den Préparaten der Feten vom 16. und 17. SST in der Epidermis nicht
nachweisen (siche Abbildung 12). Am 18. SST war ein deutliches, schmales, bandformiges
Signal an der obersten Zellschicht zu sehen, das als Akkumulation punktférmiger, granulérer
Strukturen zu erkennen war (vgl. Abbildung 15). Dieses Signal war nicht durchgingig tiber
das gesamte Integument zu detektieren.

Am 19. SST war das Antigen zwar deutlich nachweisbar, jedoch eher diffus in der gesamten
Epidermis. Auch hier lieen sich granuldre Strukturen erkennen. Gleiches war auch bei den
Gewebeschnitten der Feten des 20. SST zu sehen, wohingegen bei den Proben der neugebore-
nen Ratten die SOX spezifisch im Stratum granulosum nachgewiesen werden konnte (siche
Abbildung 15).

Besonders auffillig war der Unterschied dieser Entwicklung zwischen ventraler und dorsaler
Rattenhaut. Dorsal war bereits am 18. SST das Antigen deutlich zu detektieren, ventral erst ab
dem 19. SST (vgl. Abbildung 13). Insgesamt erschien auch die Signalintensitit an der ven-

tralen Rattenhaut schwécher als an der dorsalen.

Die gleichen Gewebeproben wurden auch mit einem Antikorper gegen Katalase untersucht.
Mittels Immunfluoreszenztechnik konnte die Katalase schon in der Haut von Feten des 16.

und 17. SST nachgewiesen werden. Eine entsprechende Fluoreszenz war sehr schwach in
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

allen Zellen der Epidermis erkennbar. Bei den Gewebeschnitten der Haut von Rattenfeten des
18. SST war die Katalase im Stratum germinativum am deutlichsten nachweisbar, bei denen
des 19. und 20. SST am ehesten unter dem Periderm (dhnlich wie die SOX, siche Abbildung
18). Bei den Proben von den neugeborenen Ratten war die Fluoreszenzmarkierung, dhnlich
wie bei der SOX, spezifisch im Stratum granulosum zu sehen. Der fluoreszierende Immun-
komplex erschien feingranuldr im Zytoplasma der Epidermiszellen verteilt.

Im Gegensatz zur SOX konnte die Katalase bei allen Gewebeschnitten sowohl in den dorsalen

als auch in den ventralen Hautpartien der Ratten zeitgleich nachgewiesen werden.

Auch die Préparate, die nach der LAB-Methode behandelt wurden, zeigten bei der Verwen-
dung des Anti-Katalase-Antikorpers nahezu gleiche Ergebnisse wie mit der Immunfluores-
zenzmethode. Besonders deutlich konnten u.a. die granulidren Strukturen unter dem Periderm
am 19. SST sowie die spezifische, kriftige Farbung des Stratum granulosum beim neugebore-

nen Tier gesehen werden (vgl. Abbildung 19).

Die Katalase wurde zudem auch noch in speziellen Zellen in Haarfollikeln nachgewiesen, dies
jedoch erst in den Gewebeschnitten der Ratten nach Geburt. Auch hier war das detektierte
Antigen eindeutig granulér verteilt (siche Abbildung 22). Das SOX-Antigen war in diesen

Zellen nicht zu detektieren.

Zum Vergleich wurde auch der Osophagus als weiteres Beispiel eines mehrschichtigen, (bei
der Ratte) verhornten Plattenepithels untersucht. Verglichen mit dem Nachweis der SOX an
der Epidermis konnten hier die Ergebnisse reproduziert werden: ab dem 18. SST zeigte sich
eine bandformige, diskontinuierliche Markierung in der obersten Zellschicht, die bis nach
Geburt an Intensitit zunahm. In hoheren VergroBerungen waren auch hier im Zytoplasma
immunpositive Granulae zu erkennen. Zusitzlich fanden sich auch spezielle, SOX-positive
Zellen in der obersten Schicht des Epithelverbandes, die ein besonders kriftiges Signal zeig-

ten. Katalase konnte in diesen Zellen nicht nachgewiesen werden.
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6. Diskussion

Beurteilung der Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Enzyme wéhrend der fetalen Entwicklung der Rat-
tenhaut immunhistologisch untersucht. Es wurden hierfiir bereits etablierte Methoden zur
Gewebegewinnung und -aufbereitung sowie fiir die immunhistologischen Untersuchungen
angewendet.

Bzgl. der Gewebegewinnung ist zu bemerken, dass fiir die Feten des jeweiligen Schwanger-
schaftstages nur jeweils ein Muttertier genommen wurde. Etwaige UnregelmaBigkeiten wie
z.B. pathologische Schwangerschaften, unbemerkt gebliebene Krankheiten sowohl der Mut-
tertiere als auch der Feten 0.4. konnten somit nicht durch mehrfaches Durchfiihren der Versu-
che kontrolliert werden. So ist z.B. zu erwédhnen, dass fiir die Untersuchung des 18. SST nur 2
Feten entnommen werden konnten (siehe Tabelle 4), wihrend die maximale Anzahl von Feten
am 16. SST bei 14 lag.

Die Ergebnisse zeigten jedoch keine offensichtlichen Hinweise auf methodische Fehler. Ver-
glichen mit den bisher publizierten histologischen Untersuchungen (licht- und elektronenmi-
kroskopisch) konnten bei den hier verwendeten Priparaten alle Merkmale sowohl der sich
normal entwickelnden fetalen Rattenhaut als auch der des Osophagusepithels festgestellt wer-
den (Fraser 1928; Hanson 1947; Bonneville 1968; Bauer 1972; Kober 1975; Hebel and
Stromberg 1986).

Die verwendeten Primidrantikorper zur Detektion des SOX- und Katalase-Antigens wurden
auf ihre Spezifitit schon zuvor tliberpriift und in mehreren Untersuchungen erfolgreich einge-
setzt (Beier et al. 1988; Seitz et al. 1989; Kumari et al. 1990; Aumuller et al. 1991; Hashimoto
et al. 2000; Hashimoto et al. 2001; Matsuba et al. 2002). Die fluoreszierenden Sekundéranti-
korper und die Materialien fiir die LAB-Methode wurden kommerziell erworben (DAKO,
Jackson Immono-Research), so dass eine vorherige firmeneigene Uberpriifung der Qualitiits-
merkmale vorausgesetzt werden konnte. Zur korrekten Durchfiihrung der immunhistologi-
schen Versuche sind jedoch aufgrund der vielfaltigen Fehlermoglichkeiten stets eigene Posi-
tiv- und Negativkontrollen mit den tatsédchlich verwendeten Priaparaten und Fiarberoutinen

durchgefiihrt worden (Bordeaux et al. 2010).
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Die Positivkontrollen zeigten in Vorversuchen mit Gewebeschnitten von neugeborenen Ratten
gleiche Ergebnisse bzgl. der Lokalisation des SOX- und CAT-Antigens wie bereits publiziert
(Park et al. 1992; Hashimoto et al. 2000; Grabenbauer et al. 2001; Hashimoto et al. 2001;
Nardacci et al. 2004; Muramatsu et al. 2005; Tury et al. 2006).

Beziiglich der Negativkontrollen miissen die in Kapitel 4 dargestellten Ergebnisse kritisch
berticksichtigt werden: bei allen Versuchen konnte man in den Negativ-Kontrollen unabhén-
gig von den verwendeten fluoreszierenden Sekundérantikorpern an der Epidermis ab dem 18.
SST fluoreszierende Strukturen erkennen. Welche Strukturen hier leuchteten war nicht von
Anfang an klar ersichtlich. Aufgrund der Lokalisation schien am ehesten das Periderm oder
das sich darunter entwickelnde Stratum corneum zu fluoreszieren. Dass dieses Phianomen bei
einigen Prdparaten auftrat (18., 19. und 20. SST in abnehmender Intensitit) und bei anderen
nicht (16. und 17. SST), ist ein Hinweis darauf, dass die fluoreszierenden Strukturen erst im
Verlauf der Fetogenese gebildet werden. Somit kann angenommen werden, dass das sich zu
diesem Zeitpunkt entwickelnde Stratum corneum die Ursache fiir dieses Artefakt ist. Dafiir
spricht auch, dass bei den neugeborenen Ratten ausschlieBlich die abgeschilferten Hornla-
mellen des Stratum corneum fluoreszierten. Und nicht zuletzt ist die Tatsache, dass das Oso-
phagusepithel (weiter unten diskutiert) dhnliche Artefakte zeigte, obwohl das Epithel des Ga-
strointestinaltrakts kein Periderm besitzt, ein Hinweis darauf, dass nur ein molekularer Be-
standteil der Hornsubstanz, jedoch keine vitalen Zellen oder Zellstrukturen fluoreszierten.
Zwei Erklarungen hierfiir erscheinen moglich: zum einen sind Artefakte durch Kreuzreaktio-
nen der benutzten Antikorper ein bekanntes Problem in der Inmunhistologie. Zwar kommen
solche Artefakte iiberwiegend dann vor, wenn der Primérantikdrper an Epitope bindet, gegen
die er eigentlich nicht gerichtet ist (zusitzliche Unspezifitdt der Primérantikorper). Aber auch
Kreuzreaktionen von Sekundérantikdrpern sind bekannt, u.a. mit Antigenen der Epidermis
bzw. in der Hornschicht (z.B. Maier 2006; Portes et al. 2008).

Eine zweite Erklarungsmoglichkeit konnte die sog. Autofluoreszenz von Strukturproteinen,
insbesondere von Keratin und Kollagen, sein (Pena et al. 2005). Besonders stark querver-
netzte Proteine zeigen bei Anregung durch monochromatisches Licht eine endogene Fluores-
zenz, was auch routinemifig in der Diagnostik von z.B. Prakanzerosen epithelialer Tumore
genutzt wird (Wu and Qu 2006; Zheng et al. 2008). Da diese Strukturproteine erstmals bzw.
vermehrt ab dem 18. SST gebildet werden, wire das Auftreten z.B. einer Keratineigenfluores-
zenz in der Hornschicht zu diesem Zeitpunkt gut erklarbar.

Als solches erkannt beeintrachtigt dieses Artefakt jedoch nicht die Interpretation der Ergeb-
nisse hinsichtlich der Nachweisbarkeit der SOX und Katalase in der Epidermis der Ratte, da
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die Immunreaktion der beiden Antikdrper immer deutlich von der eher flau fluoreszierenden

Hornschicht zu unterscheiden ist.

Entwicklung der Rattenhaut

In der vorliegenden Arbeit ist die Rattenhaut wahrend der Entwicklung vom 16. SST bis einen
Tag nach Geburt untersucht worden. Die histologisch-morphologischen Ergebnisse sind ver-
gleichbar mit bereits publizierten Arbeiten (Fraser 1928; Hanson 1947; Bonneville 1968;
Stern et al. 1971; Bauer 1972; Hebel and Stromberg 1986).

Die meisten Autoren sind sich einig, dass um den 18. SST ein abrupter Sprung in der Ent-
wicklung der Rattenhaut stattfindet. Zu diesem Zeitpunkt sind erste vermehrt auftretende
Zellorganellen zu erkennen, die auf eine gesteigerte Synthese- und Stoffwechselaktivitit
schlieBen lassen (z.B. Keratohyalingranula). Zudem bildet sich auch erstmals ein Stratum
corneum unter einem ein- oder zweischichtigen Periderm. Diese Erkenntnisse decken sich mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit: auch in den hier untersuchten Praparaten kann man
gut die Entwicklung eines undifferenzierten, wenig geordneten, 2 — 3-schichtigen Epithels am
16. SST zu einem spezialisierten, mehrschichtigen, verhornten Epithel ab dem 20. SST erken-

nen. Ein Stratum granulosum ist ab dem 18. SST zu sehen.

Sulfhydryloxidase
Uber Sulfhydryloxidasen im Allgemeinen und die SOX in der Epidermis im Speziellen sind

schon viele Arbeiten publiziert worden, so dass es zunehmend Hypothesen iiber die Funktion,
biochemischen Eigenschaften und Lokalisation dieses Enzyms in der Haut gibt (siche zu-
sammenfassend Tabelle 1). Es wird vermutet, dass die SOX in der Haut zum Keratinisie-
rungsprozess beitrigt, indem sie wahrend der Synthese und posttranslationalen Modifizierung
der Strukturproteine freie SH-Gruppen zu Disulfidbriicken verkniipft (Hashimoto et al. 2000;
Hashimoto et al. 2001; Kodali and Thorpe 2010).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde neben der Lokalisation auch erstmals das zeitliche
Auftreten dieses Enzyms wihrend der fetalen Entwicklung der Rattenhaut vom 16. SST bis
einen Tag nach Geburt untersucht, das hei3t wihrend der ersten Entwicklung von einem un-

differenzierten, nicht spezialisierten und unverhornten Epithel zu einem differenzierten, spe-
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zialisierten und verhornten Epithel. Es konnte gezeigt werden, dass das SOX-Antigen zum
ersten Mal am 18. SST detektierbar ist, und zwar diskontinuierlich in oder an den obersten
Zellschichten. Im weiteren Verlauf der fetalen Entwicklung zeigte sich eine gleichméaBige
Verteilung des Enzyms in der Epidermis mit dezenter Betonung ebenfalls der obersten Zell-
schichten (Periderm, beginnendes Stratum granulosum, Stratum corneum). Diese Erkenntnis-
se sind vereinbar mit der hauptsidchlich von Hashimoto et al. aufgestellten Hypothese, dass die
SOX bei dem Keratinisierungsprozess eine wichtige Funktion einnimmt (Hashimoto et al.
2001), denn wie weiter oben ausgefiihrt ist der 18. SST ein entscheidender Zeitpunkt der er-
sten Keratinisierung in der Fetogenese.

Bei der neugeborenen Ratte war eine Markierung des Stratum granulosum zu sehen. Dies
deckt sich auch mit den meisten der bisherigen Verdffentlichungen iiber die SOX der Haut:
Die Arbeitsgruppen sowohl um Hashimoto (Ratte) als auch Tury (Ratte) und Park (menschli-
che Haut) haben mit immunhistologischen Methoden zeigen kdnnen, dass die SOX in der
Epidermis spezifisch im Stratum granulosum detektierbar ist, also genau dort, wo die Produk-
tion der Keratine und anderer Strukturproteine im Rahmen der Keratinisierung stattfindet
(Park et al. 1992; Hashimoto et al. 2000; Hashimoto et al. 2001; Tury et al. 2006). Auch an
der Haut von Reptilien wurden &hnliche Ergebnisse gefunden (Alibardi 2015).

Es liegen aber auch Unterschiede in den Ergebnissen, sowohl zwischen den bisher publizier-
ten Arbeiten als auch zur vorliegenden Arbeit, vor. So haben z.B. Tury et al. gefunden, dass in
der Rattenhaut auch Zellen in Haarfollikeln und seborrhoischen Driisen SOX-positiv waren
(Tury et al. 2006), was vorliegende Arbeit und die anderen bisher vorgestellten Untersuchun-
gen nicht nachweisen konnten. Als Erkldrung konnte hier die Tatsache eine Rolle spielen,
dass Tury et al. ihre Versuchsreihen mit adulten Ratten durchgefiihrt haben. Es ist vorstellbar,
dass sich erst nach der Geburt im Laufe der Entwicklung zur Haut des adulten Tieres zusitz-
lich spezialisierte Zellen in der Subcutis entwickeln, die dann auch SOX in nachweisbaren

Mengen synthetisieren.

Park et al. haben bisher die einzige Studie publiziert, in der ein polyklonaler Antikorper gegen
die SOX aus der humanen Haut benutzt wurde (Park et al. 1992). Mit diesem Antikorper liel3
sich die SOX nicht in den sebborhoischen Driisen oder Haarfollikeln nachweisen, was durch
die vorliegende Arbeit bestitigt wird, aber im Gegensatz zu den Ergebnissen der Studien von
Tury et al. steht. Parks Arbeitsgruppe beschrieb jedoch als einzige eine positive Immunreakti-

on fir SOX in den SchweiBdriisen. Dass dies weder von den anderen Autoren noch von vor-
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liegender Arbeit beobachtet wurde, ist wohl darauf zuriickzufiihren, dass bei Ratten und Mau-
sen im Gegensatz zum Menschen die Schwei3driisen liberwiegend an den FuBlballen zu finden
sind und nicht im Bereich der behaarten Epidermis (Romer 1896; Hayashi and Nakagawa
1963). Die Haut der Fiile bzw. Fullballen von Ratten und Méusen ist in keiner der aktuell

bekannten Arbeiten explizit untersucht worden.

Ein ganz anderes Ergebnis zeigte dagegen die Studie von Portes et al., welche ebenfalls im-
munbhistologische Untersuchungen zur Haut-SOX durchgefiihrt haben (Portes et al. 2008). Sie
beschrieben bei Miusefeten und neugeborenen Méusen an der Haut eine selektive Darstellung
der SOX nur in der Dermis ohne jegliche Anderung der Lokalisation im Laufe der Histogene-
se. Epidermale Strukturen waren in dieser Arbeit nie SOX-positiv, was im volligen Gegensatz
zu allen anderen Publikationen und auch zu vorliegender Arbeit steht. Portes Arbeitsgruppe
begriindete diese offensichtliche Diskrepanz damit, dass die untersuchten Tiere unterschied-
lich alt gewesen waren und postulierte eine von der Gewebereifung abhéngige Regulierung
der SOX-Expression. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass bereits pranatal die SOX in
der Epidermis darstellbar ist, so dass diese Erkldarung durch die hier vorgestellten Ergebnisse
nicht gestiitzt wird.

Zu bemerken ist, dass die Ergebnisse von Portes et al. auch in Bezug auf die Detektion der
SOX in Zellen des zentralen Nervensystems von denen anderer Autoren abweichen. Mairet-
Coello et al. beschrieben fiir Ratten-Feten eine entwicklungsabhéngige zunehmende Expres-
sion der QSOX in bestimmten Regionen des Ratten-Gehirns bis iiber die Geburt hinaus
(Mairet-Coello et al. 2005). Portes et al. hingegen fanden eine gleichbleibende, nur schwache
Expression bei den Méausefeten und dann eine Zunahme beim neugeborenen Tier. Portes et al.
machten hierfiir methodische Probleme verantwortlich und vermuteten, dass es sich evtl. um
einen Unterschied in der Sensitivitit der verwendeten Mikroskopietechnik (Immunfluores-
zenz bei Mairet-Coello et al. vs. Lichtmikroskopie bei Portes et al.) oder einen Einfluss der
Fixiermethode (Gefrierschnitte bei Mairet-Coello et al. vs. Formalin-Paraffin-Fixierung bei
Portes et al.) handeln konnte. Zusitzlich vermuteten Portes et al., dass eventuell ihr verwen-
deter Antikorper nicht die selben Epitope erkannte wie der von Mairet-Coello et al., da beide
Forschergruppen unterschiedliche Methoden zur Antikorperherstellung verwendet haben.
Mairet-Coello et al. hatten einen Antikorper benutzt, der durch Injektion eines QSOX-
Antigens aus der Blaschendriise der Ratte in Kaninchen erzeugt worden war (Mairet-Coello et
al. 2004), so wie auch vorliegende Arbeit. Portes et al. hatten hingegen als Antigen ein re-

kombinant hergestelltes Protein verwendet. Die verschiedenen Antigenquellen miissen immer
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auch zur Erklérung von unterschiedlichen Ergebnissen immunhistologischer Arbeiten beriick-
sichtigt werden. Dass es durchaus groe Unterschiede geben kann in der Spezifitit von Anti-
korpern, je nachdem ob bei deren Herstellung ein gereinigtes Protein oder ein synthetisches,
rekombinant hergestelltes Protein verwendet wurde, ist hinldnglich bekannt (Ramos-Vara
2005). Wihrend ein synthetisches Protein als Antigen den Vorteil bietet, dass die Aminoséu-
re-Sequenz genau definiert ist, fehlt jedoch in der Regel der antigene Einfluss der post-
translationalen Modifizierungen und der 3D-Struktur, die ein natives Protein besitzt. So kann
es vorkommen, dass ein Antikorper gegen ein rekombinantes Protein das Orginalprotein zwar
in denaturiertem Zustand bei einer Western-Blot-Analyse erkennt, in immunhistologischen
Untersuchungen an Gewebeschnitten jedoch das mehr oder weniger intakte Protein nur
schwach oder gar nicht bindet (Bordeaux et al. 2010).

Neben diesen methodischen Unterschieden kann die Ursache fiir die differente Detektierbar-
keit natiirlich auch an Varianten des Enzymmolekiils selbst liegen. Fiir die QSOX-Familie
sind mehrere unterschiedliche Isoformen beschrieben worden, die z.B. durch alternatives
Spleiflen aus liberwiegend identischen Gensequenzen entstehen (Coppock et al. 1993; Mairet-
Coello et al. 2002; Wittke et al. 2003; Coppock and Thorpe 2006; Radom et al. 2006; Chakra-
varthi et al. 2007; Limor-Waisberg et al. 2013). So wére es prinzipiell denkbar, dass trotz der
beschriebenen hoch-homologen Gensequenz der Haut-QSOX bei verschiedenen Spezies (hier
Ratte, Maus und Mensch, gezeigt bei Matsuba et al. 2002) unterschiedliche Isoformen existie-
ren, die in Folge auch unterschiedliche immunologisch bedeutsame Epitope aufweisen und
somit nach der Erzeugung von Antikdrpern zu unterschiedlichen immunhistologischen Er-
gebnissen fiihren (Kosloff and Kolodny 2008). Gleiche Uberlegungen konnten eine Erklirung
sein fiir die von Tury et al. beschriebenen SOX-positiven Zellen in den Haarfollikeln und se-
borrhoischen Driisen, die von anderen Autoren und vorliegender Arbeit nicht gefunden wer-
den konnten (siehe oben, Tury et al. 2006).

Tabelle 8 fasst die Ergebnisse der diskutierten immunhistologischen Arbeiten iiber die SOX

der Haut zusammen.

Ein bemerkenswertes Ergebnis der eigenen Untersuchungen war auch eine deutlichere Nach-
weisbarkeit der SOX an den dorsalen im Gegensatz zu ventralen Partien der Rattenhaut. Ein
Erklarungsansatz hierfiir ist nicht in der Literatur zu finden, da vergleichende Untersuchungen
zur Unterscheidung von verschiedenen Hautpartien der Ratte, insbesondere beziiglich der
Differenzierung und Keratinisierung, bisher fehlen. Bekannt ist, dass sich verschiedene Haut-

partien der Ratte prinzipiell histologisch unterscheiden kénnen (Hanson 1947). Gibbs konnte
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nachweisen, dass die Dicke der dorsalen Haut von Miusen im Zusammenhang mit der Ent-
wicklung der Haarfollikel die Dicke der ventralen Haut tibertrifft (Gibbs 1941). Ebenso weil3
man, dass die Stirke der Verhornung je nach mechanischer Beanspruchung in den unter-
schiedlichen Hautpartien differiert. Ob dies eine Erklarung fiir die unterschiedliche Detektier-
barkeit der SOX an unterschiedlichen Partien der Rattenhaut liefert, konnen vorliegende Er-

gebnisse nicht eindeutig beantworten.

Tabelle 8: Unterschiede der bisher publizierten immunhistologischen Arbeiten zur SOX der Haut, eingeteilt je

nach verwendetem Antikérper. + = SOX nachgewiesen,; - = SOX nicht nachgewiesen; (-) = nicht als nachgewie-
sen beschrieben.
Nachgewiesene Loka- Park Hashimoto Tury Portes Alibardi
lisation der SOX: et al. 1992 et al. 2000 ' et al. 2005 et al. 2008 2015
Epidermis: + + + - +
Stratum granulosum + + + +
(Stratum lucidum) 4
Schweilldriisen + = )
Gl. seborrh. -) - +
Haarfollikel ) - +
Dermis: - - - + -
SOX-Antigen aus...: humanen Haut Ratten- Ratten- Maiuse-Kleinhirn QS0OX2
Blédschendriise ~ Blédschendriise rekombinant Mensch
Hautgewebeproben Mensch Ratte Ratte Maus Reptilien
aus...:

"und vorliegende Arbeit

Katalase

Uber die Katalase der Rattenhaut ist bekannt, dass sie immunhistologisch im Stratum granulo-
sum lokalisiert werden kann, ebenso wie ihr Substrat HO, (Grabenbauer et al. 2001; Sander
et al. 2002; Muramatsu et al. 2005). Da die Haut-SOX wéhrend ihrer katalytischen Reaktion
auch H,O; produziert, stellten Muramatsu et al. 2005 die Hypothese auf, dass die Katalase
unter anderem auch das von der Haut-SOX produzierte Wasserstoffperoxid abbaue und diese
beiden Enzyme somit wéhrend der Keratinisierung funktionell zusammenarbeiten
(Muramatsu et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb neben der SOX-Lokalisation auch die Verteilung
der Katalase wéhrend der fetalen Differenzierung der Rattenhaut untersucht. Letztere konnte
schon ab dem 16. SST nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich, dhnlich wie bei der SOX-
Detektion, am 19. SST eine deutliche Verdnderung der Lokalisation des Enzyms in der Epi-
dermis. Es kam zu einem diskontinuierlichen Auftreten der Katalase am Stratum granulosum,

dhnlich wie bei der SOX am 18. SST. Am 20. SST verteilte sich das Antigen homogen in der
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Epidermis mit Betonung der apikalen Zellschichten und war nach der Geburt nahezu spezi-

fisch im Stratum granulosum nachzuweisen.

Das erste Auftreten der Katalase wiahrend der epidermalen Differenzierung wurde an Mausen
bereits von Grabenbauer et al. untersucht (Grabenbauer et al. 2001). Grabenbauers Arbeits-
gruppe zeigte mittels In-Situ-Hybridisierung, dass die Katalase-mRNA schon ab dem 14. SST
nachweisbar war. Mittels Immunhistochemie wurde das Antigen am 18. SST erstmals detek-
tiert, wobei vorher ebenfalls eine diffuse Verteilung beschrieben wurde.

Nardacci et al. haben dhnlich wie vorliegende Arbeit die Verteilung der Katalase in Rattenfe-
ten wihrend unterschiedlicher Entwicklungsstadien immunhistochemisch untersucht
(Nardacci et al. 2004). Sie haben hier die Katalase in der Epidermis schon ab dem Tag 11,5
mit schwacher Anfarbbarkeit beschrieben mit leichter Verstarkung des Signals vom Tag 14,5
bis 16,5. Leider wird weder die genaue Lokalisation und Verteilung des Antigens néher er-
ldutert, noch wurden Feten élter als Tag 17,5 p.c. untersucht. Erst ab diesem Zeitpunkt zeigten
jedoch die vorliegenden Ergebnisse eine deutliche Anderung bzgl. der Nachweisbarkeit und

Lokalisation der Katalase an der prianatalen Rattenhaut.

Vorausgesetzt, die von Muramatsu et al. aufgestellte Hypothese ist korrekt, dass die Katalase
und die SOX der Haut zusammen am Verhornungsprozess beteiligt sind (Muramatsu et al.
2005), muss man postulieren, dass beide Enzyme wéhrend der Histogenese sowohl ortlich als
auch zeitlich gemeinsam nachgewiesen werden konnen. Die vorliegende Arbeit konnte nun
erstmals zeigen, dass dies zwar bzgl. der Lokalisation der Fall war, dass zeitlich aber die Ka-
talase erst einen SST spiter als die SOX detektiert werden konnte. Letzteres konnte man da-
mit erkldren, dass wéhrend des beginnenden Verhornungsprozesses um den 18. SST das von
der SOX produzierte H,O, allméhlich vermehrt anfillt, so dass nun auch die diese Verbin-
dung abbauende Katalase in einer fiir einen immunhistologischen Nachweis ausreichenden
Menge exprimiert wird.

Allerdings ldsst sich die Katalase bereits vor dem Beginn der Keratinisierung detektieren, und
zwar homogen und schwach in allen Schichten der Epidermis verteilt (dhnlich wie bei Nar-
dacci et al.). Dies lésst sich damit erklédren, dass die Katalase als peroxisomales Enzym schon
zu einem fritheren Zeitpunkt in vielféltige andere Stoffwechselwege involviert ist und in der
Epidermis somit nicht speziell als Schutz vor dem beim Keratinisierungsprozess entstehenden

H,0; von Bedeutung ist.
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Hierfiir spricht auch das Vorkommen der Katalase-positiven Zellen an den Haarfollikeln. Es
scheint hier ein spezieller, Katalase exprimierender Zelltypus vorzuliegen, der moglicherwei-
se bei der Haarbildung eine besondere Rolle spielt. Im Gegensatz dazu konnten in der vorlie-
genden Arbeit keine SOX-positiven Zellen im Bereich der Haarfollikel entdeckt werden. Uber
die Rolle der SOX im Haarwachstum gibt es aktuell nur wenige Daten. Hamada und Suzuki
konnten 1996 keine Steigerung der SOX-Aktivitdt in der Haut von depilierten C3H-Miusen
nachweisen (Hamada and Suzuki 1996). Erst jiingst jedoch konne Alibardi elektronenmikro-
skopisch zeigen, dass die SOX mit SH-reichen Keratinen im Haar assoziiert ist (Alibardi
2017). Er sah darin eine Bestétigung der These, dass die SOX auch bei der Prozessierung von
Keratinen im Haar mitwirkt. In diesem Zusammenhang muss nochmals erwihnt werden, dass
auch Tury et al. immunhistologisch SOX-positive Zellen an den Haarfollikeln beschrieben
haben (Tury et al. 2006). Jedoch wird in dieser Publikation weder eine genauere Erkldarung
dieser Zellen gegeben, noch sind die von Tury et al. dargelegten Ergebnisse auf den publi-

zierten Bildern nachvollziehbar.

Das Osophagusepithel

Im Gegensatz zur menschlichen Speiserohre besitzt der Rattendsophagus ebenfalls ein ver-
horntes Epithel. In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebeschnitte aus dem sich entwickeln-
den Osophagusepithel als weiteres Beispiel fiir ein verhorntes Epithel daraufhin untersucht,
wann und wo das SOX-Antigen zum ersten Mal nachzuweisen ist. Das Ziel war, die so ge-
wonnenen Ergebnisse mit denen an der Haut zu vergleichen. Auch fiir das Osophagusepithel
ist bekannt, dass um den 19. SST erste Zeichen einer Keratinisierung erkennbar sind, wobei in
diesem Zusammenhang Keratohyalingranula und kernlose Epithelzellen in der Literatur be-
schrieben wurden (Kober 1975). Die vorliegende Untersuchung zur Detektion des SOX-
Antigens im Osophagus zeigte im Wesentlichen gleiche Ergebnisse wie bei der Epidermis.
Am 18. SST werden erstmals lokal begrenzte, deutlich SOX-positive Strukturen in der ober-
sten Zellschicht erkennbar.

Bei der neugeborenen Ratte fand sich diese Immunreaktion ebenfalls in den obersten Zell-
schichten (entsprechend dem Stratum granulosum). Die Ergebnisse decken sich mit den Er-
kenntnissen von Tury et al., welche ebenfalls eine starke Farbung im Stratum granulosum des
Osophagus zeigen konnten (Tury et al. 2006). Park et al. wiesen auch beim Menschen die

SOX im Osophagusepithel nach (Park et al. 1992), allerdings mit einer stirkeren Intensitit im
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submukdsen Gewebe als am Epithel. Zwar zeigen vorliegende Daten im Verlauf der Fetal-
entwicklung auch eine submukdose Lokalisation des SOX-Antigens, jedoch sind die Reaktio-
nen des SOX-Antikorpers in den epithelialen Schichten deutlich spezifischer (vgl. z.B.
Abbildung 23 und Abbildung 24).

Portes et al. zeigten dagegen beziiglich der SOX-Verteilung im Osophagusepithel géinzlich
andere Ergebnisse als in der vorliegenden Arbeit und in anderen publizierten Studien zu sehen
sind (Portes et al. 2008). Laut Portes et al. sind wihrend der Fetogenese der Maus nur mesen-
chymale und Muskelzellen des Osophagus SOX-positiv, erst bei der neugeborenen Maus rea-
giert auch das Epithel positiv. Ein moglicher Einfluss des zur Immunisierung verwendeten
SOX-Antigens wie auch der Fixierungstechnik wurde schon weiter oben bei der Diskussion
der Daten im Epithel aufgefiihrt.

Auftallend sind bei den eigenen Daten aullerdem einzelne, im epithelialen Zellverband des
Osophagus liegende, kriftig SOX-positive Zellen, die sich deutlich von den umliegenden
Zellen abheben. Diese Zellen sind in den Publikationen anderer Autoren bisher nicht be-
schrieben worden. Entsprechende speziell Katalase-positive Zellen fanden sich im Osophagus
nicht. Da die SOX u.a. in sekretorischen Organen zu finden ist (siche Einleitung), konnte das
Vorkommen von einzelnen SOX-positiven Zellen im Epithelverband des Rattenosophagus auf

entsprechende sekretorische Funktionen dieser Zellen hindeuten.
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7. Zusammenfassung

Der Keratinisierungsprozess der Haut ist ein hochkomplexer Vorgang, bei dem aus den sich
standig teilenden und weiter ausdifferenzierenden basalen Stammzellen ein mechanisch und
chemisch stabiler, gegen zahlreiche Umwelteinfliisse und Mikroorganismen schiitzender Zell-
verband entsteht. Fiir die Integritdt der Epidermis sind unter anderem Strukturproteine zustin-
dig, die aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften und der zahlreichen Quervernetzungen
untereinander und mit anderen Zellbestandteilen der Haut Festigkeit und eine fast vollstdndige
Dichtigkeit gegeniiber hydrophilen Substanzen verleihen. Ein wichtiges strukturelles Element
bei der Quervernetzung und Verkniipfung der Proteine sind Disulfidbriicken, die zwischen
Cysteinresten in den Proteinketten gebildet werden. Die Katalyse der Disufidbriickenbildung
in der Epidermis wird der Sulfhydryloxidase (SOX) zugeschrieben, die zu einer Gruppe von

Enzymen gehort, die in vielféltiger Form in nahezu allen Organismen zu finden sind.

Die Hypothese, dass die Haut-SOX in den Keratinisierungsprozess involviert ist, basiert bis-
her auf Ergebnissen, die bei Untersuchungen an neugeborenen oder adulten Versuchstieren
gewonnen worden sind. Die Evidenz hierfiir ist jedoch nicht eindeutig, da einzelne Studien
z.B. von fehlendem Nachweis der SOX in der Epidermis bzw. von iiberwiegendem Vorkom-
men der SOX in der Dermis oder anderen Hautschichten berichten.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Fragestellung, wo und wann das Enzym in der
pranatalen Epidermis zum ersten Mal nachzuweisen ist. Hierzu wird die Haut von prénatalen
(ab dem 16. SST) und neugeborenen Ratten mit immunhistologischen bzw. Immunfluores-
zenz-Techniken untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die SOX zeitgleich mit den ersten
histologischen Anzeichen fiir eine Keratinisierung (18. SST) in den obersten Schichten der
Epidermis nachweisbar ist. In der Epidermis der neugeborenen Tiere war die SOX spezifisch
im Stratum granulosum detektierbar.

Ferner wurde auch der Osophagus der Ratte als ein weiteres Beispiel eines verhornenden
Epithels mit den gleichen Methoden untersucht. Auch hier war die SOX erstmals mit dem
Beginn der Keratinisierung am 18. SST nachweisbar, ebenfalls in den Zellschichten, in denen

der Verhornungsprozess stattfindet.

71



7. Zusammenfassung

Bei dem von der SOX katalysierten Stoffwechselweg féllt H,O, als Endprodukt an. Andere
Autoren stellten zuvor die Hypothese auf, dass u.a. die Katalase auch auflerhalb von Peroxi-
somen an dem Abbau dieses H,O, beteiligt ist. Basierend auf dieser Hypothese wurden in der
vorliegenden Arbeit an den gleichen Praparaten und mit den gleichen Techniken wie oben
beschrieben auch das zeitlich erste Auftreten und die genaue Lokalisation der Katalase er-
forscht. Es konnte gezeigt werden, dass die Katalase in den gleichen Zellschichten wie die
SOX auftritt, jedoch mit einer zeitlichen Verzogerung von einem Tag. Zusétzlich war sie un-
abhédngig von der gemeinsamen Lokalisation mit der SOX schon vor dem 18. SST in Peroxi-

somen schwach detektierbar.

Die vorliegenden Untersuchungen konnten somit erstmals zeigen, dass die SOX tatséchlich in
zeitlichem Zusammenhang mit dem Keratinisierungsprozess am 18. SST der fetalen Differen-
zierung der Rattenhaut auftritt. Die zuvor durch andere Autoren aufgestellte Hypothese eines
moglichen Zusammenspiels zwischen der Aktivitdt der SOX und der der Katalase konnte

ebenfalls durch die vorliegenden Ergebnisse bekréftigt werden.
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