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Kurzfassung:

Die Haut ist nicht nur das groBte, sondern auch eines der komplexesten Organe des menschlichen
Korpers und weist zudem zahlreiche Funktionen auf. Bei der Pigmentierung der Haut, Haare und
der Augen spielt die Melanogenese die Schliisselrolle. Sie beruht auf der Synthese von Melanin in
der auBeren Hautschicht, bei der eine Reihe enzymatischer und nicht-enzymatischer Reaktionen
in Melanosomen und Melanozyten ablaufen. Das hieran beteiligte Schlisselenzym ist die
Tyrosinase. Um den komplexen Prozess der Melanogenese besser verstehen zu konnen, sind in der
Hautforschung in vivo nahe Hautmodelle gefragt, um Prozesse wie z.B. Wundheilung und
Hautkrankheiten zu erforschen oder die Unbedenklichkeit und Wirksamkeit neuer Produkte zu
beweisen.

In dieser Masterarbeit wurden Biopsie-Hautmodelle, auf Grund beobachteter nicht-stimulierter
Melanogenese durch die alleinige Kultivierung, fur Untersuchungen der postinflammatorischen
Hyperpigmentierung (PIH) eingesetzt und geprift, ob es als PIH-Modell angesehen werden kann.
AuBerdem wurde der Einfluss von Prostaglandin F,, (PGF,,) auf die Melanogenese, sowohl an
Biopsie-Hautmodellen, als auch an Melanozyten-Fibroblasten-Kokulturen und Melanozyten
Monolayern untersucht. Des Weiteren wurde die Phagozytoseleistung von Keratinozyten
untersucht, um ein Assay-System zur Untersuchung des Einflusses proinflammatorischer
Mediatoren auf den Melanonsomentransfer zu entwickeln.

Durch den Einsatz eines Tyrosinase-Inhibitors konnte gezeigt werden, dass es sich um
Melanogenese handelt. Der Verdacht der PIH konnte hingegen nicht eindeutig bewiesen werden.
AuBerdem konnte der positive Effekt von PGF,, auf die Melanogenese in Biopsie-Modellen nicht
gezeigt werden, hingegen aber in Kokulturen und Monolayern. Ein Assay zur Untersuchung der
Phagozytoseleistung konnte entwickelt werden, wobei der Einfluss proinflammatorischer
Mediatoren auf den Melanosomentransfer noch weitergehend gepriift werden muss.
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Abstract:

The skin is not only the largest, but also one of the most complex organs of the human body with
various functions. In the process of pigmentation of skin, hair and eyes the melanogenesis plays
the key role. The melanogenesis, with its key enzyme tyrosinase, is based on the synthesis of
melanin in the outer dermal layer. Within this process in melanosomes and melanocytes are
lapsing a lot of enzymatic and non-enzymatic reactions. To better understand the complex action
of melanogenesis, there is sought after in vivo near skin models in skin research to investigate,
e.g. wound healing and skin diseases, and to proof the harmlessness and efficacy of new
products.

In this master thesis, biopsy skin models where used due to the observations of non-stimulated
melanogenesis in consequence of sole cultivation, for investigations of the postinflammatory
hyperpigmentation (PIH) and to test the applicability as a PIH-model. Furthermore the influence
of prostaglandin F,, (PGF,,) on the melanogenesis in both biopsy skin models and melanocyte-
fibroblast-cocultures and melanocyte monolayers was examined. In addition the phagocytosis
efficiency of keratinocytes was analysed to develop an assay system for investigations of the
influences of proinflammatory mediators on the melanosome transfer process.

By using a tyrosinase inhibitor it could be shown that it is melanogenesis, however the suspicion
of PIH could not be proved clearly. Furthermore the positive effect of PGF,, on the melanogenesis
in biopsy skin models could not be shown, in contrast to cocultures and monolayers.

An assay system for investigations of the phagocytosis efficiency could be designed, at which the
influences of proinflammatory mediators on the melanosome transfer must be further reviewed.
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Einleitung

1 Einleitung

Ein wichtiger Schutzmechanismus der humanen Haut vor ultravioletter (UV)
Strahlung ist die Pigmentierung. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen
der Hautfarbe und dem Risiko an Hautkrebs zu erkranken. Je dunkler der Hauttyp,
desto geringer das Risiko (ORTONNE, 2002). In der westlichen Welt wird gebraunte
Haut mit Gesundheit und Erfolg assoziiert, weshalb sich immer mehr Menschen
nicht nur vermehrt der Sonne, sondern auch kinstlichen UV-Strahlen aussetzen,
wodurch die Hautkrebserkrankungen drastisch gestiegen sind (BRENNER ET. AL.,
2009). Deshalb werden Erforschungen der Pigmentierungsreaktionen und den damit
verbundenen biochemischen und zellularen Mechanismen immer bedeutender. In
der Grundlagenforschung kommen hierbei Hautmodelle zum Einsatz, die
physiologisch  moglichst der der nativen Haut entsprechen, um

pigmentierungsrelevante Parameter zu untersuchen und naher zu charakterisieren.

1.1 Aufbau und Struktur der Haut

Die Haut ist mit 1,5 bis 2 m? nicht nur das groBte, sondern auch eines der
komplexesten Organe des Menschen mit ebenso komplexen Funktionen (MADIGAN ET.
AL., 2001). Sie stellt die erste Schutzbarriere vor auBeren mechanischen,
chemischen, physikalischen, thermischen oder auch mikrobiologischen Einflussen
dar und leistet wichtige Aufgaben bei der Homeostase. Durch die Ausgange der
SchweiB- und Talgdrusen an der Hautoberflache ist der Erhalt des Hydrolipidfilms
gewahrleistet. Hautschadigungen (z.B. durch Verbrennungen) beglinstigen Wasser-,
Elektrolyt- und Proteinverluste und machen das Eindringen von z.B. Bakterien
moglich. AuBerdem dient sie als Sinnesorgan zur Reizaufnahme auBerer Einflusse.
Sie ist u.a. mit Vater-Pacini-Korperchen (Vibration), Merkel-Zellen (Druck),
Meissnerschen Korperchen (Beruhrung) und freien Nervenendigungen (Schmerz)
ausgestattet. Weitere Funktionen der Haut sind z.B. der Gasaustausch und die
Regulation der Korpertemperatur. Des Weiteren ist sie ein wichtiger Teil des
Immunsystems und ubernimmt mit Hilfe der Langerhans-Zellen somit eine

weitergehende wichtige Funktion (ToBIN, 2006; WENDT ET. AL., 2011).
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Die Haut besteht aus drei Schichten - der Epidermis (Oberhaut), der Dermis
(Corium oder Lederhaut) und der Subkutis (Unterhaut) (KANITAKIS, 2002). Die
sogenannten Hautanhangsgebilde (Haare, Nagel und Drusen) sind ebenfalls
funktionell der Haut zuzuordnen. Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau der
Haut.

Abbildung 1: Schematischer Querschnitt der Haut.
Zu sehen ist ein Querschnitt der Haut, mit: 1) Epidermis, 2) Dermis, 3) Subkutis, 4) Haarfollikel, 5)
Talgdriise, 6) SchweiBdriise (INFORMATIONSPROSPEKT EUCERIN®, BEIERSDORF AG, HAMBURG).

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel und besteht
hauptsachlich aus Keratinozyten (ca. 90%), die durch Desmosomen
zusammengehalten werden. Die Epidermis bildet die Schutzhulle gegenuber der
Umwelt und wird wiederum in funf Schichten unterteilt, welche die

Differenzierungsstadien der Keratinozyten widerspiegeln (Abbildung 2).
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Die einzelnen Schichten sind die Hornschicht (Stratum corneum), Glanzschicht
(Stratum lucidum), Kornerschicht (Stratum granulosum), Stachelzellschicht

(Stratum spinosum) und die Basalschicht (Stratum basale).

Abbildung 2: Schematischer Querschnitt der Epidermis.

Zu sehen sind die funf Schichten der Epidermis. Von oben nach unten: Hornschicht (Stratum
corneum), Glanzschicht (Stratum lucidum), Kornschicht (Stratum granulosum), Stachelzellenschicht
(Stratum spinosum) und Basalschicht (Stratum basale). Die Basalmembran stellt die Abgrenzung zur

darunter gelegenen Dermis dar (INFORMATIONSPROSPEKT EUCERIN®, BEIERSDORF AG, HAMBURG).




Einleitung

Die Keratinozyten in der untersten Schicht der Epidermis (Stratum basale;
Basalschicht) besitzen eine hohe mitotische Aktivitat und tragen so zur
kontinuierlichen Erneuerung des epidermalen Gewebes bei. Die Keratinozyten
vollziehen hier eine asymmetrische Teilung, was bedeutet, dass sich nur eine Zelle
aus den beiden bei der Mitose entstehenden Tochterzellen erneut teilt, wahrend
die andere binnen etwa 30 Tagen zur Hautoberflache wandert (SCHOPPMEYER, 2007).
Hier befinden sich auch die pigmentbildenden Zellen, die Melanozyten und die
Merkel Zellen.

In der darauffolgenden Schicht (Stratum spinosum; Stachelzellenschicht) beginnt
die Verhornung der Keratinozyten. Sie sind etwas groBer, rundlicher und uber ihre
stachelartigen Fortsatze uber Desmosomen miteinander verbunden.

In der Kornschicht (Stratum granulosum) sind die Keratinozyten abgeflacht und die
Kerne weisen degenerative Anderungen auf.

Das Stratum lucidum (Glanzschicht) besitzt lichtbrechende Eigenschaften, die
Keratinozyten sind stark abgeplattet und weisen keinerlei subzellulare
Kompartimente mehr auf.

Die Hornschicht (Stratum corneum) bildet die oberste Schicht der Epidermis und
besteht aus Hornzellen, die sehr stark abgeflacht sind.

Die Basalmembran dient der Verbindung der Epidermis mit der Dermis und besteht
aus Kollagenen, Glykoproteinen und Proteoglykanen.

Die darunter gelegene Dermis ist kollagenreich, besteht aus Bindegewebsfasern und
dient der Festigkeit, Elastizitat und Ernahrung der Epidermis. Der uUberwiegende
Anteil der Dermis ist die extrazellulare Matrix, welche aus Fibroblasten entsteht
(WENDT ET. AL., 2011; CosTIN & HEARING, 2007). In der Dermis befinden sich die
meisten Sinneszellen sowie Hautanhangsgebilde.

Das Unterhautfettgewebe, welches aus lockerem Bindegewebe und Adipozyten
besteht, bezeichnet man als Subkutis. Da sie stark mit BlutgefaBen durchzogen ist,
ist die schnelle Weiterleitung von Nahrstoffen gewahrleistet. AuBerdem soll sie den
Korper vor Kalte oder auch StoBen schutzen.

Alle drei Schichten werden von SchweiB- und Talgdriusen sowie Haaren durchzogen
(WENDT ET. AL., 2011).
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1.2 Grundlagen der Melanogenese

Die Hautfarbe bzw. Braunung der humanen Haut beruht auf der Synthese von
Melanin, das in der auBeren Hautschicht - der Epidermis - von Melanozyten, den
pigmentbildenden Zellen, synthetisiert wird. Melanin ist der naturliche
Sonnenschutz der Haut. Der Prozess der Melaninproduktion wird Melanogenese
genannt und durch UV Strahlung induziert, wobei das Schlusselenzym Tyrosinase
aktiviert wird. Tyrosinase ist ein Glykoprotein das in der Membran der
Melanosomen (Zellorganellen von Melanozyten) lokalisiert ist. Histidinreste in der
katalytischen Region der Tyrosinase binden Kupferionen und sind zur Aktivitat der
Tyrosinase wichtig. Es werden zwei Typen von Melanin synthetisiert - Eumelanin
(schwarz-braunlich) und Pheomelanin (rot-gelb). Tyrosinase und auch Tyrosinase
Hydroxylase (TH-1) katalysieren die ersten beiden Schritte der Melaninproduktion.
Im ersten Schritt wird L-Tyrosin zu L-DOPA hydroxyliert und weiter zu Dopaquinon
oxidiert (GILLBRO & OLSsSON, 2011; LIN ET. AL., 2011). L-Tyrosin kann nur durch
unterstutzte Diffusion in die Melanosomen transportiert werden. Somit ist die
Konzentration an L-Tyrosin abhangig von der durch die Phenylalanin Hydroxylase
(PAH) katalysierten Umformung von L-Phenylalanin zu L-Tyrosin. Denn im
Gegensatz zu L-Tyrosin wird L-Phenylalanin aktiv durch die Membran der
Melanosomen transportiert. Nach der L-DOPA Produktion verzweigt sich der
Melaninsyntheseweg in die Eumelanogenese oder die Pheomelanogenese. TRP-2
(DCT; tyrosine-related protein-2) und TRP-1 spielen bei der Eumelanogenese eine
Rolle. Bisher wurden keine spezifischen Enzyme mit der Pheomelanogenese in
Verbindung gebracht (GILLBRO & OLSSON, 2011).

Es folgt ein Transfer der Melanosomen aus den Melanozyten in die Keratinozyten.
Das Melanin lagert sich nun zum Schutz um die DNA der Zellkerne und wird durch
die Epidermiszellen an die Hautoberflache transportiert.

Die synthetisierte Menge an Melanin wird maBgeblich bestimmt, durch die Hohe der
Tyrosinaseaktivitat in der Zelle (MAKPOL ET. AL., 2009).

Die nachfolgende Abbildung 3 zeigt schematisch den Melaninsyntheseweg.
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Abbildung 3: Der Melaninsyntheseweg.

Die Synthese beginnt mit der Umwandlung von L-Phenylalanin durch die Phenylalanin Hydroxylase zu
L-Tyrosin. L-Tyrosin wird durch Tyrosinase und Tyrosin Hydoxylase zu L-DOPA hydroxyliert und
weiter zu L-Dopaquinon oxidiert. Im Weiteren sind bei der Eumelanogenese die Enzyme TRP-2 (DCT)
und TRP-1 beteiligt, wahrend der Pheomelanogenese bisher noch keine spezifischen Enzyme

zugeordnet werden konnten (GILLBRO & OLSSON, 2011).

1.3 Dreidimensionale Vollhautmodelle / Biopsie-Modelle

Da der Bedarf an Spenderhaut und kunstlicher Haut, bedingt durch chronische
Hautkrankheiten und Transplantationen immer weiter steigt, spielen kunstliche
Hautaquivalente eine immer groBere Rolle. Der Anspruch hierbei ist, dass diese
Modelle histologisch und physiologisch moglichst der naturlichen humanen Haut
entsprechen.  AuBerdem lassen sich z.B.  Wundheilungsprozesse  und
Hautkrankheiten besser erforschen und verstehen (WENDT ET. AL., 2011).

Diese Hautmodelle mussen europaischen Bestimmungen gerecht werden, welche
einerseits den Nachweis der Unbedenklichkeit und Wirksamkeit kosmetischer
Produkte verlangen und andererseits Tierversuche mit wirksamen kosmetischen

Produkten verbieten. Hautaquivalente sind daher von groBem Interesse um die
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Wirksamkeit verschiedener Substanzen auf die Epidermis und Dermis zu testen.
Solche Modelle finden Anwendung in der klinischen Dermatologie, in der
Hautkosmetik und in der Grundlagenforschung. So sind z.B. Krankenhausarzte daran
interessiert Brandopfern Hautrekonstruktionen auf die Epidermis zu transplantieren
um eine bessere Funktionalitat bzw. Wundheilung der Haut zu erreichen. In der
Hautkosmetik sind bestmogliche physiologische Modelle gefragt, um die
Unbedenklichkeit und Wirksamkeit der Produkte zu belegen, wobei es in der
Grundlagenforschung darum geht, physiologische Mechanismen und interzellulare
Interaktionen in der Haut aufzuklaren oder die Entwicklung wahrend der Alterung
oder verschiedene pathologische Prozesse besser zu verstehen (AUXENFANS ET. AL.,
2009). Einen groBen Anteil machen auch Toxizitatstest aus, bei denen im Rahmen
der REACH-Verordnung Chemikalien auf schadliche Nebenwirkungen getestet
werden.

Es kommen, je nach Anspruch, verschiedenartige solcher Modelle zum Einsatz. 3-D-
Hautmodelle konnen zum Einen mit einem Grundgerust, wie Kollagengel (Bell-
Modell), das menschliche dermale Fibroblasten enthalt, auf dem primare
menschliche Keratinozyten wachsen und an einer Luft-Medium-Grenzschicht
kultiviert wird, generiert werden. So entsteht an der Luft-Medium-Ubergangszone
durch Differenzierung eine mehrschichtige Epidermis mit Hornschicht (Stratum
corneum). Zum Anderen ohne Grundgerust, indem die Fibroblasten auf
,Plastiksubstrat®“ kultiviert werden. Bei letzt genannter Methode wird dem
Kulturmedium Serum und Vitamin C zugesetzt, was die Bildung von Komponenten
der extrazellularen Matrix (wie z.B. Kollagen) zur Folge hat (MERTSCHING ET. AL.,
2008; AUXENFANS ET. AL., 2009).

Solche Modelle erlauben Studien in der Wundheilung, der Melanomforschung sowie
der Infektionsbiologie und lassen Aussagen uber die Zellvitalitat, Biokompatibilitat,
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren, Permeationsrate, der Proliferation
und biochemischen Veranderungen zu. So erlauben sie Penetrations-, Irritations-
und Wundheilungsstudien und es kann beispielsweise bei Wundheilungsprozessen
die IL-1a Konzentration iiber der Zeit gemessen werden. Im Ubrigen kénnen bei
Tumor-Modellen die Auswirkungen von Wachstumsfaktoren gegenuber Therapeutika
(Inhibitoren) getestet werden (MERTSCHING ET. AL., 2008/ 2009). Ein alternativer

neuer Ansatz Hautmodelle zu entwickeln, besteht darin, Spinnenfaden als Matrix zu
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verwenden, die auf einen Rahmen gewoben werden auf dem dann das Modell
entsteht (WENDT ET. AL., 2011).

Ebenso lassen sich auch pigmentierte Hautmodelle erzeugen. Hierbei werden der
Melanozyten-Monolayer-Kultur Mitogene, wie z.B. TPA und bFGF zugesetzt. Diese
Mitogene sind fur die Entwicklung und Proliferation der Melanozyten, die vorher
ebenfalls ausgesat und kultiviert werden, essentiell, da diese sonst ihre
charakteristische Morphologie verlieren wurden. Werden den Melanozyten-
Monolayern Keratinozyten zugesetzt, proliferieren sie nicht nur ohne Mitogene,
sondern behalten ihre Morphologie und sind in der Lage den Keratinozyten ihre
Dendriten entgegenzustrecken. Mit diesen Modellen lassen sich die Mechanismen
wahrend der Melanogenese und auch der Pigmentierung besser verstehen.
Melanozyten sind in der Basalschicht der Epidermis lokalisiert und behalten in
diesen Modellen ihre Funktionalitat. Sie proliferieren, synthetisieren und
sekretieren erst dann Melanin wenn dieser Vorgang durch UV Strahlen induziert
wird. In der Pharmakotoxikologie sind solche Modelle gefragt, um Substanzen auf
ihren Sonnenschutz zu testen, indem die Farbung der Haut mit Proben verglichen
wird, die mit UVB bestrahlt wurden. Indem man Pigment-Hautmodelle mit
Fibroblasten und Keratinozyten aus Biopsien von Patienten mit Hautflecken
anfertigt, kann man auch angeborene Pigmentstorungen erforschen (AUXENFANS ET.
AL., 2009).

1.4 Postinflammatorische Hyperpigmentierung (PIH)

Eine  Entzindungsreaktion wird durch  Expression von interzellularen
Adhasionsmolekulen auf den Endothelzellen und verschiedenen von Gewebszellen
und Leukozyten freigesetzten Entzindungsmediatoren (plasmatische
Enzymsysteme, Zellen des Immunsystems, Produkte der Pathogene) gesteuert
(MALE, 2005). Die postinflammatorische Hyperpigmentierung, bezeichnet einen
Zustand, bei dem eine erhohte Pigmentierung, als Folge einer kutanen
Inflammation auftritt. Die exakte Pathogenese ist noch unklar und die betroffenen
Personen konnen in ihrer Lebensqualitat enorm beeintrachtigt sein (EIMPUNTH ET.

AL., 2013). Die Ursachen fur eine PIH konnen jedoch exogene oder endogene
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Faktoren sein (EPSTEIN, 1989). So konnen z.B. entzundliche Dermatosen,
Infektionen, allergische Reaktionen, mechanische Verletzungen und Reaktionen auf
medikamentose bzw. therapeutische Behandlungen die Ursachen einer PIH sein
(TAYLOR ET. AL., 2009). Dabei spielt das Alter und Geschlecht keine Rolle, aber es ist
bekannt, dass sie verstarkt in dunkelhautigeren Personen, mit einem Fritzpatrick
Hauttyp Ill-VI auftritt (LACZ ET. AL., 2004; CALLENDER ET. AL., 2011). Dabei wurden in
Studien, basierend auf Mausen (Haare/ Augen), 150 Gene identifiziert die bei der
Pigmentierung beteiligt sind (BENNETT & LAMOREUX, 2003). Abbildung 4 verdeutlicht
den Einfluss der Hautfarbe auf die PIH. Hier sind zwei Patientinnen

unterschiedlichen Hauttyps im Vergleich.

Abbildung 4: Postinflammatorische Hyperpigmentierung bei Fitzpatrick Hauttyp IV versus VI.
Links die eine PIH in Hauttyps IV zu sehen, rechts in Hauttyp VI. Man kann erkennen, dass in
dunklerer Haut die Intensitat sehr viel hoher ist (aus DAvIS & CALLENDER, 2010).

Es gibt zwei Arten einer PIH. Zum Einen eine in der Epidermis und zum Anderen
eine in der Dermis lokalisierten PIH (ToMITA ET. AL., 1992). Die Pathogenese geht,
durch die Ausloser des Entzundungsprozesses, mit einer vermehrten
Melaninsynthese der Melanozyten einher. Fur die Pigmentierung bzw. die
Melanozyten-Stimulation, die durch eine Entzuindungsreaktion hervorgerufen wird,
sind v.a. aus Arachidonsaure abgeleitete chemische Mediatoren wie Eicosanoide,
speziell Prostaglandine (PGE;, PGD2, PGF;q), Thromboxane (TXB2) und Leukotriene
(LTC4 und LTD4) verantwortlich. Diese Stoffe erhohen die Tyrosinase-Aktivitat
(CosTIN & HEARING, 2007).
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Bei der epidermalen PIH, ist der Transfer der Melanosomen von den Melanozyten zu
den Kerationzyten erhoht (CALLENDER ET. AL., 2011). Wenn die Basalzellschicht, bzw.
die basalen Keratinozyten verletzt werden, geben sie eine hohe Menge Melanin
frei, welches dann von Makrophagen bzw. Melanophagen in der oberen Dermis
phagozytiert werden. Hier spricht man von einer dermalen PIH, die eine blaue
Verfarbung der Haut zur Folge hat. (Masu & SElJI, 1983; LACZ ET. AL., 2004). Dabei ist
der Grad der PIH, bei anhaltenden und immer wiederkehrenden Inflammationen
hoher, im Vergleich zu kurzzeitigen akuten Entzundungen (Ruiz-Maldonado &
Orozco-Covarrubias, 1997). So wurde vermutet, dass der Grad der
Hyperpigmentierung direkt mit dem Schweregrad der Inflammation bzw. dem Grad
der Verletzung der Basalszellschicht zusammenhangt (Ho ET. AL., 2011; TAKIWAKI ET.
AL., 1994).
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1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Masterarbeit stand zum Einen die Messung der stimulierten

Melanogenese und Untersuchungen zur postinflammatorischen Hyperpigmentierung

(PIH) in Biopsie-Hautmodellen im Vordergrund und zum Anderen sollte ein Assay-

System entwickelt werden, um die Phagozytoseleistung von Keratinozyten zu

bestimmen. Konkret waren die Anspriche:

a)

Prifung, ob das Biopsiemodell als ein Modell der postinflammatorischen
Hyperpigmentierung dienen kann. Dies war insofern interessant, als dass hier
ex vivo mechanistische Untersuchungen und Wirkstoff-Testungen stattfinden
konnten. Hierzu wurden insbesondere genaue ortliche Untersuchungen der
Melanogenese-Aktivitat der Randbereiche (Exzisionstelle/ Wundheilung) versus

den Mittebereichen der Biopsie durchgefuhrt.

Untersuchungen zur Beurteilung, inwieweit das Prostaglandin F,4 (PGF24) einen
Einfluss auf den Prozess der Melanogenese hat und ob dieser Parameter ein
interessanter Mediator der postinflammatorischen Hyperpigmentierung sein
konnte. Diese Untersuchungen sollten sowohl im Melanozyten-Monolayer, einer
Melanozyten-Fibroblasten-Kokultur und im Biopsie-Modell durchgefiihrt werden,
um hier insbesondere die Rolle des ,crosstalks“ zwischen Fibroblasten und

Melanozyten zu beurteilen.

Etablierung eines Assay-Systems, welches die Phagozytoseleistung von
primaren, humanen Keratinozyten quantifiziert. Dies dient der Untersuchung,
inwieweit Mediatoren des Prozesses der PIH, in die Aufnahme von Melanosomen
durch die Keratinozyten eingreifen, als ein Modell der Modulation des
Melanosomentransfers. Um zeitaufwendige Melanosomenisolationen und
anschlieBende Markierungen zu umgehen, wurden fluoreszierende Beads der
GroBe 0,5 um als Melanosomenersatz verwendet. Die Aufnahmeleistung der

Keratinozyten sollte mittels FACS-Analyse bestimmt werden.
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2 Material

Im folgenden Kapitel sind die Laborgerate, Verbrauchsmaterialien, Assay-Kits,

Chemikalien und Reagenzien sowie die verwendeten Puffer und Losungen

zusammengefasst.

2.1 Laborgerate

In Tabelle 1 sind die verwendeten Gerate aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete GroB- und Kleingerate.

Gerat Modell (-nummer) Hersteller/Bezugsquelle
Absaugpumpe Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences, Chur (CH)
Analysewaage CP225D Sartorius, Gottingen
Autoklaven Technoklav IBS Integra Biosciences, Chur (CH)

Varioklav 135 SH + P, Oberschleifheim
Eismaschine ZBE 30-10 Ziegra-Eismaschinen, Iserhagen
Durchflusszytometer | BD FACSCanto™ Flow Cytometer Becton Dickinson, Heidelberg
Gerat zur

Zellzahlbestimmung

NucleoCounter

Chemometec, Allerad (DK)

Inkubator HERAcell 150 Heraeus, Hanau
+4 °C Handelsubliche Gerate

Kilhlgerate -20 °C Handelsubliche Gerate
-80 °C Ultra Low Temperature Freezer | New Brunswick Scientific, NJ (USA)
-196 °C Cryostorage System K10 Taylor-Wharton, Theodore, AL

(USA)
Laborwaage 3713MP Sartorius, Gottingen
Magnetrihrer MR 3001 Heidolph, Kehlheim

Mehrkanalpipette

8-Kanal, 30 - 300 pl

Eppendorf, Hamburg

12



Material

Mikropipetten

Reference 100 - 1000 pl

Reference 20 - 200 pl
Reference 10 - 100 pl
Reference 2 - 20 pl

Reference 0,5 - 10 pl

Reference 0,1 - 2,5 pl

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Mikroskop

Axiovert 25

Axiovert S100

Zeiss, Gottingen

Pipettierhilfe

Pipetboy accu

IBS Integra Biosciences, Chur (CH)

Reinstwasseranlage

Milli-Q academic

Millipore, Eschhorn

Schittler

Thermomixer comfort

REAX 2000
MS2 Minishaker
Polymax 1040

Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kehlheim
IKA, Wilmington, NC (USA)
Heidolph, Kehlheim

Spektralphotometer | Safire® Tecan, Crailsheim
HERAsafe Heraeus, Hanau
Sterilwerkbanke
HERAsafe KS 12 Heraeus, Hanau
UV-Dosimeter IL-1700 Int. Light, Newsburyport, MA (USA)

UV-Sonnensimulator

Model 91294 1kW

Solar Simulator

Oriel Instruments, Stratford, CT
(USA)

Vakuumpumpe

Typ 026.3 AN. 18

Guinther Wilke, Hamburg

Wasserbad

Typ 1002

GFL, Burgwedel

Zentrifugen

Centrifuge 5415 R

miniSpin

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller/Bezugsquelle

6-, 12-, 24-, 96- und 384-Loch-Platten

Greiner, Nurtingen

Filtereinsatze fur 6- und 12-Loch-Platten (0,4 und 3 pm)

Falcon, Meerbusch

Gewebekulturflaschen (SoloFlasks 75, 185 und TripleFlask 500 cm?)

Nunc, Roskilde (DK)

KryoVials 2 ml

Nunc, Wiesbaden

Messrohrchen fir FACS-Analysen

Greiner, Nirtingen

MikroreaktionsgefaBe (0,5, 1,5 und 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

NucleoCassette ™

Chemometec, Allerad (DK)

Pasteurpipetten, gestopft und ungestopft

VWR, Darmstadt

Pipetten (2, 5, 10, 25 und 50 ml)

Greiner, Nirtingen

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Stanzen ,,Biopsy Punch“ fiir Explantate (5 und 8 mm?)

Stiefel, Offenbach

Sterilfilter Ministart

Sartorius, Gottingen

Zellsieb 70 pm

BD BioScience, Heidelberg

Zentrifugenrohrchen (15 und 50 ml)

Greiner, Nurtingen

2.3 Chemikalien und Reagenzien

In Tabelle 3 sind die verwendeten Chemikalien und Reagenzien zusammengefasst.

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle
2-Furoyl-LIGRLO-amid-Trifluoroacetat-Salz
(PAR-2-Aktivator) Sigma, Taufkirchen
Albumin, bovines Sigma, Miinchen
Calciumchlorid Sigma, Munchen
Cyclohexan Merck, Darmstadt
Cytochalasin B und D Sigma, Schnelldorf
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt
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Dispase Il (2,0 U/ml)

Roche, Mannheim

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Invitrogen, Karlsruhe

Dulbecco’s PBS w/o (1x)

PAA, Linz (AT)

Essigsaure konz.

Sigma, Miinchen

Ethanol

Merck, Darmstadt

FluoSpheres® Fluorescent Microspheres

Invitrogen/ Upstate (USA)

Fotales Kalberserum (FCS)

PAA, Linz (AT)

Glutamax | (100x)

Invitrogen, Karlsruhe

Hank s Balanced Salt Solution (HBSS) (10x)

Invitrogen, Karlsruhe

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Fibroblast Growth Factor-7/Keratinocyte Growth Factor
(FGF-7/KGF)

Millipore/ Upstate (USA)

Keratinocyte Growth Medium-2 (KGM® -2)

Clonetics, San Diego, CA (USA)

KGM® -2 Single Quots

Clonetics, San Diego, CA (USA)

Kollagen Typ |

Sigma, Miinchen

L-3,4-dihydroxyphenylalanin (L-DOPA)

Sigma, Munchen

L-Tyrosin

Merck, Darmstadt

Melanozyten Basal Medium (MBM)

CellSystems, St. Katharinen

Methanol

Merck, Darmstadt

Natrium Deoxycholat (RIPA)

Sigma, Munchen

Natriumchlorid

Sigma, Miinchen

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin (5000 U/ml, 5000 pg/ml)

Invitrogen, Karlsruhe

Prostaglandin Fyq (PGFyq)

Sigma, Munchen

Trypsin (2,5 %)

Roche, Mannheim

Trypsin/EDTA-Losung (1x)

PAA, Linz (AT)

2.4 Assay-Kit

Zur Bestimmung der Zellvitalitat wurde das Cytotoxicity Detection Kit (LDH) der

Firma Roche, Mannheim verwendet.
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2.5 Medien und Losungen

In folgender Tabelle 4 sind die Zusammensetzungen fur die in dieser Arbeit

verwendeten Losungen und Medien beschrieben.

Tabelle 4: Medien- und Pufferzusammensetzungen in der Zellkultur.

Bezeichnung Zusammensetzung Lagerung
500 ml DMEM
Fibroblasten-Kulturmedium 50ml FCS 4°C
(DMEM™™) 5ml Glutamax |
5 ml Penicillin/Streptomycin
] ) 500 ml  KBM®-2
Keratinozyten-Kulturmedium
o 500 uyL 0,1 M CacCl, 4°C
(KGM™-2)
KGM®-2 Single Quots
500 ml  MBM
Melanozyten-Kulturmedium
(MGM) 5ml Melanocyte Growth Supplement 4°C
1 ml Melanocyte Antibiotic Supplement
t L 500 ml PBS 4°C
opp-Losun
PP 8 50ml FCS
250 ml  DMEM™
Biopsie-Modell-Medium (5x) 250 ml  KGM®-2 .
(M1) 56,6 mg L-Tyrosin
- bei RT riihren, sterilfiltrieren
200 ml  DMEM™"
Biopsie-Modell-Medium (1x)
200 ml  KGM®-2 4°C
(M2)
100 ml. M1
72,5 % (v/v) DMEM™
Fibroblasten-Einfriermedium 7,5% (v/v) DMSO -20 °C

20 % (v/v) FCS

72,5 % (V/v) KGM®-2
Keratinozyten-Einfriermedium 7,5% (v/v) DMSO -20 °C
20 % (v/v) FCS

72,5 % (v/v) MGM
Melanozyten-Einfriermedium 7,5% (v/v) DMSO -20 °C
20 % (v/v) FCS
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3 Methoden

Im folgenden Kapitel sind die in dieser Master Thesis angewendeten Methoden

beschrieben.

3.1 Sicherheit und Abfallentsorgung

Kontaminierte GefaBe und Losungen, Losemittelreste und biologischer Abfall
wurden getrennt gesammelt und vorschriftsmaBig entsorgt. Eine Hitzesterilisation
biologischen Materials wurde bei 121 °C, fir 20 min und 1 bar Uberdruck
durchgefuhrt. Arbeiten mit humanen Zellen und Biopsiematerial wurden nur in den
dafur vorgesehenen Zellkulturlaboratorien der Sicherheitsstufe S2 nach
Biostoffverordnung durchgefiihrt. Die Chemikalien wurden unter Berucksichtigung

der jeweiligen R- und S-Satzen verwendet.

3.2 Zellkultur und Kultivierung

Alle Arbeitsschritte wurden im Zellkulturlabor der Hautforschung - ,,Sensitive and
Ethnic Skin“, unter einer Sterilwerkbank mit laminarem Luftstrom durchgefuhrt.
Des Weiteren wurden ausschlieBlich sterile Medien sowie autoklavierte Glas- und

Plastikwaren benutzt.

Sowohl die Primarzellen als auch die Hautexplantate wurden aus chirurgischen
Hautabschnitten generiert, die aus einer Klinik fur asthetische Chirurgie stammten
und chirurgische , Abfallprodukte“ darstellen. Die Entnahme erfolgte, gemal der
Deklaration von Helsinki, ausschlieBlich durch Arzte. Alle Spender haben zuvor der
wissenschaftlichen Verwendung ihrer Haut freiwillig zugestimmt. Hierbei hat die
Beiersdorf AG keinen Einfluss auf die Menge, Art/Areal oder den Zeitpunkt der
Hautlieferungen. Die Haut stammte aus den Bereichen Augenlider, Brust oder

Abdomen.
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Die Kultivierung und Subkultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei
einer Temperatur von 37 °C, einer Begasung mit 7% CO; sowie einer
wasserdampfgesattigten  Atmosphare. Die isolierten Zellen wurden in
Zellkulturflaschen und mit vorgewarmtem Medium kultiviert. Ein Mediumwechsel

erfolgte zweimal wochentlich.

3.3 Isolation primarer Zellen aus Hautabschnitten

Die Spenderhaut aus den chirurgischen Eingriffen wurde in DMEM angeliefert und
bei 4 °C gelagert. Die Isolation primarer Hautzellen erfolgte in der Regel noch am
selben Tag, spatestens jedoch am Folgetag. Wenn nicht anders beschrieben,

wurden alle folgenden Arbeitsschritte in 6-Loch-Platten durchgefuhrt.

Zunachst wurde das Fettgewebe und evtl. Haare in einer mit PBS befullten, 10 cm
Petrischale, mittels steriler Pinzette und Schere entfernt und die Biopsie, mit Hilfe
eines sterilen Skalpells schachbrettartig auf der Epidermisseite eingeritzt. Die Haut
wurde anschlieBend fur 5 s in 70 % Ethanol desinfiziert, in PBS gewaschen und zur
Separation der Dermis von der Epidermis in 3 ml Dispase Il (2 U/ml) uberfuhrt und
entweder fur 2 - 3 h bei 37 °C oder uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dispase Il ist
eine Protease, welche die Bindungen zwischen den Fibronektinen, Integrinen sowie
Kollagen lost und es somit ermoglicht die Epidermis, die Uber die Basalmembran
mit der Dermis verknupft ist, zu losen.

Nach Beendigung des Dispaseverdaus wurde die Epidermis, mittels zweier
Pinzetten, von der Dermis getrennt. Die Epidermisstucke wurden kurz in PBS
gewaschen und fur die Isolierung der Melanozyten/Keratinozyten in 3 ml
0,5 % Trypsin fur 10 min bei 37 °C inkubiert (siehe Kapitel 3.3.1). Zur Isolation der
Fibroblasten wurde die Dermis in kleine Stucke mit einer Kantenlange von ca. 2 -

3 mm geschnitten und in eine 6-Loch-Platte transferiert (siehe Kapitel 3.3.2).
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3.3.1 Isolierung und Kultivierung primarer Melanozyten und Keratinozyten

Nach ca. 5 min Inkubation mit Trypsin wurde mit dem Triturieren mittels einer
gestopften 1000 ul -Pipette mit abgeschnittener Spitze begonnen, um die Zellen zu
vereinzeln. Nach maximal 10 min wurde die Trypsinreaktion mit 5 ml Stopp-Medium
(vgl. Tabelle 4) gestoppt, noch im Verband befindliche Zellreste entfernt und die
Zellsuspension durch ein Zellsieb in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Um
moglichst viele Zellen zu gewinnen, wurde die Kavitat der 6-Loch-Platte mit
weiteren 3 ml Stopp-Medium gespult, ebenfalls durch das Zellsieb in das Rohrchen
tberfiihrt und fiir 5 min bei 1.300 Upm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und zur ausschlieBlichen Isolation und Kultivierung primarer
Keratinozyten das Pellet vereinzelter, epidermaler Zellen in 2 ml KGM®-2
resuspendiert. Diese Suspension wurde auf zwei 75 cm?-Zellkultur-Flaschen
aufgeteilt und jede Flasche auf 20 ml Gesamtvolumen mit KGM®-2 aufgefiillt und
im Brutschrank inkubiert. Die Zellen befanden sich nun in Passage 0. Die Kultur in
diesem Keratinozytenmedium fuhrte zum Absterben der Melanozyten, so dass nach

einigen Passagen eine Keratinozyten-Reinkultur erzielt wurde.

Sollten hingegen sowohl die primaren Keratinozyten als auch die primaren
Melanozyten aus der Epidermis isoliert werden, so wurde das Zellpellet in 10 ml
MGM-Medium  aufgenommen und diese Suspension auf zwei 185 cm?*-
Zellkulturflaschen aufgeteilt. Nach Auffullen auf ein Gesamtvolumen von 30 ml
MGM-Medium pro Zellkulturflasche wurden die Zellen im Brutschrank kultiviert.
Dieses Melanozytenmedium befahigt sowohl die Keratinozyten als auch
Melanozyten zur Expansion. Laut Erfahrung machen ca. 2/3 der Gesamtzellen
Keratinozyten aus. Um jedoch beide Zelltypen voneinander zu trennen, erfolgte
nach einer Inkubationszeit von 1 - 2 Wochen, bzw. einer 60 %-igen Konfluenz die
differenzielle Trypsinierung. Dazu wurde das MGM-Medium abgesaugt, die Zellen
vorsichtig mit PBS gewaschen und mit 1x Trypsin/EDTA (Volumina siehe Tabelle 5)
fur ca. 1 min bzw. 5 min bei 37 °C inkubiert. Melanozyten losen sich nach ca.
1 min, Keratinozyten erst nach >5 min ab. Das Ablosen wurde deshalb unter dem
Mikroskop uberwacht.

Hatten sich die Melanozyten nach ca. 1 min abgelost, wurde die Trypsinreaktion

mit dem 3-fachen Volumen Stopp-Medium gestoppt und die abtrypsinierten
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Melanozyten daraufhin fur 5 min bei 1.300 Upm und RT zentrifugiert. Die
Melanozyten aus einer 185 cm?-Flasche wurden dann wiederum in einer 185 cm?-
Flasche aufgenommen (Passage 1), bis zu einer Konfluenz von 80 - 90 % expandiert
und nach dem Trypsinieren auf drei 500 cm?-Triple-Flaschen umgesetzt (Passage 2).
In der Regel wurden die Zellen in Passage 2 oder 3 kryokonserviert.

Die ubriggebliebenen Keratinozyten wurden einmal mit PBS gewaschen, erneut bis
zum Ablosen (ca. 5 min) mit 1x Trypsin/EDTA inkubiert und anschliefend die
Trypsinreaktion mit dem 3-fachen Volumen Stopp-Medium gestoppt. Die
Vereinzelung der Keratinozyten erfolgte wahrend der Trypsinreaktion durch
leichtes Schlagen gegen den Flaschenrand. Nach Stoppen der Trypsinreaktion mit
Stopp-Medium und 5-minutiger Zentrifugation bei RT und 1.300 Upm, wurden die
Keratinozyten im Flachenverhaltnis 1:2 bis 1:3 ausgesat, bzw. in Passage 2 - 3
eingefroren. Bei Keratinozyten war, auf Grund ihres klonalen Wachstums, darauf zu
achten, dass die Aussaatdichte in Passage 0 hoch genug war. Ansonsten wurden zu
viele Zellen ausdifferenzieren, bevor eine gewunschte Konfluenz von 70 % erreicht
ware. Die verschiedenen Volumina je Flaschentyp bei der Trypsinierung sind

Tabelle 5 zu entnehmen.

3.3.2 Isolierung und Kultivierung primarer Fibroblasten

Zur lIsolation primarer Fibroblasten wurden pro Kavitat einer 6-Loch-Platte 4 -
8 Dermispartikel aus dem Hautabschnitt (siehe Kapitel 3.3) fur ca. 20 - 30 min
antrocknen gelassen. Dann wurden vorsichtig 3 ml DMEM™™ pro Kavitat gegeben und
die auswachsenden Fibroblasten bis zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert
(Passage 0). Vor dem ersten Trypsinieren wurde das Medium abgesaugt, mit PBS
gewaschen und dann mit 1x Trypsin/EDTA fur max. 10 min bei 37 °C inkubiert
(Volumina vgl. Tabelle 5). Bei einer Zellkulturflasche lassen sich die Fibroblasten
durch leichtes Klopfen an den Flaschenrand ablosen, bei einer 6-Loch-Platte bietet
sich das Ablosen durch Resuspendieren mit Hilfe einer (Pasteur-) Pipette an. Die

+++

Trypsinreaktion wurde mit dem 5-fachen Volumen DMEM™ gestoppt und die
Dermispartikel entfernt. Die Zellen aus je drei Kavitaten einer 6-Loch-Platte
wurden auf eine 185 cm?-Flaschen umgesetzt und weiter expandiert. Eine

Zentrifugation nach dem Trypsin-Verdau war hier nicht notwendig, da der Trypsin-
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Inhibitor-Anteil im FCS-haltigen DMEM*™™ gegeniiber dem Trypsin im Uberschuss
vorliegt. Das Flachenverhaltnis bei der Aussaat betrug ca. 1:3. Die

Kryokonservierung erfolgte in Passage 3.

Tabelle 5: Entsprechende Volumina je Flaschentyp bei der Trypsinierung

Flaschentyp Trypsin [ml] Stopp-Medium [ml] Medium [ml]

6-Loch-Platte 0,5 ml / Kavitat 2,5 ml / Kavitat 3 ml / Kavitat
SoloFlask 75 cm® 2 10 20
SoloFlask 185 cm* 4 20 30
TripleFlask 500 cm* 10 40 75

3.4 Kryokonservierung und Wiederinkulturnahme primarer Zellen

Fur eine Kryokonservierung wurden die Zellen in der entsprechenden Passage und
im entsprechenden auf Eis vorgekuhlten Einfrier-Medium (Tabelle 4) aufgenommen
und anschlieBend in KryoVials zu je 1 ml aliquotiert. Die Zellen wurden mit ca. 1 °C
pro Minute von RT auf -80 °C heruntergekuhlt und konnten anschlieBend in der
Gasphase flussigen Stickstoffs fuir langere Zeit gelagert werden. Die Zellzahlen sind

Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Zellzahlen fiir die Kryokonservierung.

Zelltyp Zellzahl / ml
Keratinozyten 2x 10°
Melanozyten 5x 10°
Fibroblasten 1x10°

Zur Wiederinkulturnahme wurden die Zellen dem Flussigstickstofftank entnommen
und im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Der Inhalt eines KryoVials wurde in 10 ml
entsprechendem Kulturmedium aufgenommen und bei 1.300 Upm und RT fur 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde im entsprechenden Kulturmedium resuspendiert, in

eine 185 cm?-Flasche berfiihrt und auf 30 ml Gesamtvolumen aufgefiillt.
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Um mogliche DMSO-Reste herauszuwaschen, folgte am nachsten Tag ein

Mediumwechsel.

3.5 Zellzahlbestimmung mittels NucleoCounter

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe des NucleoCounters der Firma
Chemometec. Zunachst wurden 50 pl der zuvor trypsinierten und in Stopp-Medium
resuspendierten Zellen in ein 1,5 ml MikroreaktionsgefaB gegeben, 50 pl Lysispuffer
(Reagenz A) hinzugegeben und durch kurzes Vortexen gemischt. AnschlieBend
wurden 50 pl Anti-Aggregationspuffer (Reagenz B) hinzugegeben und ebenfalls
gevortext. Die so vorbereitete Probe wurde nun in eine speziell dafiir entwickelte
Kuvette (NucleoCassette™) eingesaugt, in den Strahlengang des NucleoCounters
eingesetzt und nach Drucken der Starttaste vermessen. Die Kassette enthalt den
immobilisierten Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid, der in DNA einlagert und so
die Zellkerne anfarbt. Das Gerat gibt die Anzahl der Zellen pro ml wieder. Um die
Gesamtzellzahl zu erhalten, muss das Ergebnis mit dem Verdunnungsfaktor 3 und
dem Volumen der gesamten Zellsuspension multipliziert werden. Der optimale

Messbereich liegt zwischen 1 x 10° und 2 x 10°® Zellen/ml.

3.6 Vitalitatbestimmung mittels LDH-Assay

Zur Untersuchung der Zellvitalitat wurde bei jedem Mediumwechsel der
Lactatdehydrogenase (Zytotoxizitats-)-Test durchgefuhrt.

Bei einer Beschadigung der Zellmembran, wird ein zytoplasmatisches Enzym - die
Lactatdehydrogenase (LDH) - ins Medium abgegeben und kann dort detektiert
werden. Somit stellt die Aktivitat der LDH im Uberstand einen Indikator fiir die
Vitalitat der Zellen, bzw. die Integritat der Zellmembran dar. So deutet
beispielsweise eine zunehmende Aktivitat auf eine Abnahme der Zellvitalitat bzw.
lysierte Zellen hin, was unter anderem durch zytotoxische Substanzen

hervorgerufen werden kann.
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Der Assay beruht auf einer zweistufigen Reaktion. Im ersten Reaktionsschritt
katalysiert die LDH unter Reduktion von NAD" zu NADH und H" die Oxidation von
Lactat zu Pyruvat. Im zweiten Schritt katalysiert eine im Assay Kit enthaltene
Diaphorase, mit Hilfe des neu geformten NADH und H*, die Reduktion eines
Tetrazolium-Salzes zu farbigem Formazan, welches eine starke Absorption bei 490 -
520 nm aufweist (PARHAMIFAR ET. AL., 2013). Die LDH-Aktivitat im Medienuberstand
korreliert hierbei direkt mit dem gebildeten Formazan.

Der LDH-Assay wurde in einer 96-Loch-Platte in Doppelbestimmung durchgefuhrt.
Hierzu wurden je Probe und Kavitat 50 pl Medienuberstand in die 96-Loch-Platte
uberfuhrt und mit je 50 pl/Kavitat Reaktionslosung (Katalysator/Farbelosung)
inkubiert. Die Inkubation erfolgte auf einem Laborschuttler und im Dunkeln fur
20 min bei 300 Upm und RT. Anschliefend erfolgte die Absorptionsmessung bei

490 nm am Spektralphotometer Safire?.

3.7 Herstellung von Kokulturen aus Melanozyten und Fibroblasten

Fur einige Versuche wurden Kokulturen aus Fibroblasten und Melanozyten
hergestellt. Diese waren so gestaltet, dass Fibroblasten in einem Insert ausgesat
wurden und diese dann auf die in der Kulturschale befindlichen Melanozyten
platziert wurden. Im Einzelnen wurde folgendermaBen vorgegangen:

Die zuvor isolierten und kultivierten Melanozyten (siehe Kapitel 3.3.1), wurden in
Passage 4 trypsiniert und gezahlt. Es wurden pro Kavitat einer 6-Loch-Platte
250.000 Melanozyten in 3 ml MGM ausgesat.

Am nachsten Tag wurden die isolierten und kultivierten Fibroblasten (siehe
Kapitel 3.3.2) in Passage 4 trypsiniert und gezahlt. Das MGM wurde abgesaugt und
je Kavitat 2 ml DMEM™" vorgelegt. Es wurde ein Platzhalter und Membran-Inserts
eingesetzt und pro Insert 250.000 Fibroblasten in 1 ml DMEM™" ausgesat. Nach

3 Tagen wurden die Kokulturen schlieBlich fur Versuche verwendet.
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3.8 Herstellung von Kollagengel zur Einbettung der Hautexplantate

Um die Hautbiopsien zu kultivieren, wurden sie in Inserts einer 12-Loch-Platte mit
Platzhalter in Kollagengel eingebettet. Dabei wurden pro Biopsiestanze 200 pl
Kollagengel benotigt. Das fur das Gel benotigte Kollagen stammt aus
Rattenschwanzen und wurde fertig bezogen. Zur Herstellung der Kollagenlosung
wurden unter sterilen Bedingungen 120 mg Kollagen mit 40 ml 0,1 % Essigsaure fur
3 Tage bei 4 °C geruhrt bis die Losung frei von Luftblasen war. Diese Losung konnte
dann bei 4°C gelagert werden. Zur Herstellung des eigentlichen Kollagengels
wurden die Kollagenlosung (80 % (v/v)), HBSS (10 % (v/v)) und FCS (10 % (v/v))
unter sterilen Bedingungen, auf Eis und unter Ruhren vermischt. Zur Neutralisation
der Essigsaure wurde dieses Gemisch mit 1 M NaOH bis zum Farbumschlag nach

violett titriert.

3.9 Herstellung und Kultivierung von Biopsie-Hautmodellen aus
Hautexplantaten

Nachdem der GroBteil des subkutanen Fettgewebes der Spenderhaut entfernt
wurde, erfolgte das Stanzen fur die Biopsie-Modelle. Die GroBe der Stanzen
variierte je nach Versuch zwischen 5 und 8 mm?. Dabei wurde darauf geachtet,
dass moglichst keine Haut mit Rotungen (Entzundungsreaktionen durch
chirurgischen Eingriff) verwendet wurde. AnschlieBend wurde die Haut desinfiziert
und so lange in PBS zwischengelagert, bis die 12-Loch-Platten zur Einbettung
vorbereitet waren. Hierzu wurde die entsprechende Menge Kollagengel frisch
zubereitet und in jedes Insert 200 ul vorgelegt. Nachdem das Kollegengel nach ca.
10 min bei 37 °C leicht geliert war, wurden die Biopsien trocken getupft und unter
leichtem Druck mit der Dermisseite nach unten in das Gel gesetzt, so dass die
Dermisanteile weitestgehend vom Gel umschlossen waren. Nach weiteren 10 min
bei 37 °C wurden je Kavitat 2 ml M2-Medium + MMP-Inhibitor (1:167, Stock
1 mg/ml) pipettiert und die eingebetteten Biopsien fur 10 bis 14 Tage kultiviert.
Mit jedem Mediumwechsel wurde frischer Wirkstoff zugesetzt und die Vitalitat

durch den LDH-Assay untersucht.
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3.10 Durchflusszytometrie (FACS)

Um die Phagozytoseleistung von Keratinozyten zu untersuchen, wurde das
Durchflusszytometer FACSCanto (FACS = Fully Automated Cell Sorter) der Firma BD
Biosciences eingesetzt.

Hierbei sollten gelb-grun fluoreszierende Beads (Anregungswellenlange 488 nm;
@ 0,5 um) die Melanosomen imitieren. Melanosomen werden wahrend der
Melanogenese von den Melanozyten an die Keratinozyten ubertragen und
eingelagert. Die synthetisierte Menge an Melanin ist hierbei proportional der Hohe
der Tyrosinaseaktivitat in der Zelle. Keratinozyten wurden hierzu entweder mit
potentiellen Phagozytose-Stimulatoren oder -Inhibitoren vorbehandelt und
anschlieBend mit den fluoreszierenden Beads inkubiert. Nach Ende der
Inkubationsdauer (variierte je Versuch) wurden die Keratinozyten geerntet und per
FACS die Phagozytoseleistung gemessen. Die Auswertung des Phagozytose-Assays
wurde mit Hilfe der Software FlowJo durchgefuhrt.

Bei der Messung werden die zu analysierenden Zellen in das Gerat gesaugt, in
einem Hullstrom verdunnt und im 90° Winkel an einem Laserstrahl vorbeigefuhrt
(vgl. Abbildung 5). Hierbei ergeben sich, in Abhangigkeit der Probenvorbereitung,
durch Lichtstreuung und Fluoreszenzen charakteristische Lichtsignale. Man
unterscheidet zwischen Vorwartsstreulicht (forward scatter; FSC), welches
Aufschluss uber die ZellgroBe gibt und in Richtung des urspriinglichen Strahls
gemessen wird, sowie Seitwartsstreulicht (side scatter; SSC), welches Aufschluss
uber die Granularitat gibt und etwa im 90° Winkel zum ursprunglichen Strahl
gemessen wird. Werden nun die Zellen mit den fluoreszierenden Beads an dem
Laser vorbeigefuhrt und angeregt, erhalt man auf Grund der im Gerat eingebauten
Filter, eine Trennung der Emissionsspektren, hier FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-A
(ROTHE ET. AL., 2007). Die Geschwindigkeit des Probenstromes wurde hierbei auf
10.000 Ereignisse/Messdaten pro Sekunde eingestellt. Vor jedem Versuch wurde die
Messzelle des Durchflusszytometers durch das Starten verschiedener
Reinigungsprogramme gereinigt und entgast, sowie die Filter auf Luftblasen
untersucht und gegebenenfalls ebenfalls entgast. Die Proben wurden vor der

Messung mit 600 pl PBS verdunnt, um dem Verstopfen der Leitungen vorzubeugen.
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Abbildung 5: Aufbau eines fluoreszenzaktivierten Zellsortierers (FACS).

Die zu analysierende Zellsuspension wird in das Gerat eingesaugt, durch einen Hiullstrom verdiinnt
und im 90° Winkel an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt. Dabei werden die Zellen vereinzelt, so dass
von den Detektoren immer nur eine Zelle erfasst wird. Je nach dem ob eine Fluoreszenz detektiert
wurde, erhalten die Zellen eine Ladung. So konnen fluoreszierende von nicht fluoreszierenden

Zellen unterschieden und getrennt werden (ALBERTS ET. AL., 2005).

3.10.1 Phagozytose-Assay

Um die Phagozytoseleistung messen zu konnen, wurden pro Kavitat einer 6-Loch-
Platte 150.000 Keratinozyten in 3 ml KGM®-2 ausgesdat und am nachsten Tag fiir
Versuche verwendet. Zur Einstellung des Durchflusszytometers wurden separat
1 x 10° Zellen in eine 185 cm’-Flasche ausgesit. Um die Phagozytoseaktivitit
einerseits zu stimulieren oder andererseits zu hemmen, wurden die Keratinozyten

zeitgleich fur eine Stunde mit verschiedenen Substanzen sowohl in Voll- als auch
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Magermedium behandelt. Unter den verschiedenen Substanzen waren als
Negativkontrolle Phagozytose-Hemmer (Cytochalasin B und D) und neben UV-Licht
auch KGF und ein PAR-2-Aktivator, die jeweils in der Literatur als Stimulatoren der
Phagozytose beschrieben wurden. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle
Substanzen in DMSO gelost. AnschlieBend wurden die Keratinozyten mit den
fluoreszierenden Beads inkubiert (Arbeitskonzentration 72 x 10’ Partikel/ml) und
ihre Phagozytoseleistung uber die Aufnahme dieser Beads zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach ihrer Zugabe uber FACS gemessen.

Vorbereitend hierzu  mussten die Beads (Stock: 3,2 x 10" Partikel/ml) in
entsprechendes Keratinozyten-Medium umgepuffert werden damit das enthaltende
Natriumazid entfernt wurde. Dazu wurden die Beads fur 2 min bei 4 °C und
13.500 Upm pelletiert und anschlieBend in KGM®-2 aufgenommen. Zur Einstellung
des FACS-Gerates werden beim ersten Mal ebenfalls Beads benotigt, die in PBS
umgepuffert wurden.

Zur Messung, der durch die Keratinozyten phagozytierten Beads, wurde das Medium
vorsichtig abgesaugt, die Zellen vorsichtig zweimal mit 3 ml PBS gewaschen und mit
0,5 ml 1x Trypsin/EDTA trypsiniert. Die Trypsinreaktion wurde mit 2,5 ml Stopp-
Medium gestoppt und die Keratinozyten bei 1.300 Upm fur 5 min und RT
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 200 pyl PBS aufgenommen und in
FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Die 1 x 10° Zellen zur Einstellung des Gerates wurden
ebenfalls trypsiniert und in 600 pl PBS aufgenommen. Nach der Einstellung des
Durchflusszytometers mit den Keratinozyten und Beads, erfolgte die Vermessung

der Proben.

3.11 Bestrahlung mit sonnensimuliertem Licht (SSR)

Fur alle Bestrahlungsversuche wurde als UV Quelle der Oriel UV-Sonnensimulator
eingesetzt. Als Filter wurde ein Attenuator eingesetzt, welcher die atmospharische
Abschwachung simuliert und das generierte Licht im UV-Bereich (<400 nm) so
weitestgehend dem Sonnenspektrum gleicht. Um die gewunschte Dosis zu
ermitteln, wurde mit dem Dosimeter die Leistung des UV-B-Anteils gemessen, die

entsprechende Bestrahlungszeit berechnet und eingestellt. Die Xenon-Lampe sollte
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ca. 20 min vor Bestrahlungsbeginn eingeschaltet werden. Die Keratinozyten wurden
mit einer Dosis von 50 mJ/cm? bestrahlt, was bei einem beispielhaft gemessenen
Wert mit der UV-B-Sonde von 1,21 x 10 W, eine Bestrahlungsdauer von 6 min und
53 s ergab:

(0,001 x50 mJ)

+60=6,8871> 6min
0,000121W

> 6,887 -6=0,887

> 0,887 x60 =53,22 > 53s.

Fur die Bestrahlung wurden die 6-Loch-Platten mit einer Quarzglasplatte
abgedeckt, welche kein UV-Licht absorbiert. Nach der Bestrahlung wurden die
Zellen vorsichtig mit 3 ml PBS gewaschen, mit 0,5 ml 1x Trypsin/EDTA trypsiniert,
mit 2,5 ml Stopp-Medium gestoppt und bei 1.300 Upm fur 5 min und RT
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 200 yl PBS aufgenommen und in
FACS-Rohrchen uberfuhrt.

3.12 Quantifizierung der Melanogenese

Die Melaninsynthese (Melanogenese) ist ein komplexer Prozess. Um diesen naher zu
quantifizieren, kann man zum Einen das Endprodukt, also das Melanin
quantifizieren oder aber die Aktivitat des Schlusselenzyms der Melanogenese
(Tyrosinase) untersuchen. Beide Methoden fanden in dieser Arbeit Anwendung und

werden im Folgenden beschrieben.

3.12.1 Melaninbestimmung durch Absorptionsmessung

Melanin besitzt lichtabsorbierende Eigenschaften und kann deshalb photometrisch
vermessen werden. Zur Messung der Melaninmenge in Hautbiopsien wurden die
separierten Epidermishautchen in 100 pl 7,5M NaOH uberfuhrt und u.N. bei
550 Upm und 99 °C aufgekocht. Am nachsten Tag wurden die MikroreaktionsgefaBe

auf Eis vorgekuhlt und gevortext. Um eventuell verbliebene Lipidbestandteile oder
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sonstige unpolare Verbindungen zu losen und somit das Risiko von Storfaktoren bei
der Absorptionsmessung zu mindern, wurden jeweils 100 pl Cylohexan
hinzugegeben, gevortext und fur 1 h inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei
13.500 Upm und 8 °C fur 5 min, um die beiden Phasen zu trennen. AnschlieBend
wurde das Melanin vorsichtig aus der unteren Phase entnommen und in eine 384-
Loch-Platte uberfuhrt. Der Melaninscan erfolgte in einem Bereich von 320 - 550 nm
in Doppelbestimmung.

Fur die Melaninbestimmung der Kokulturen, wurden die Melanozyten pro Kavitat
einer 6-Loch-Platte mit 0,5 ml 1x Trypsin/EDTA fur 2 min bei 37 °C trypsiniert und
die Reaktion mit DMEM™" gestoppt. Es folgte eine Zentrifugation bei 13.000 Upm
fur 5 min und RT. Das Pellet wurde in 200 pl PBS resuspendiert, die Melanozyten
am NucleoCounter gezahlt und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet
in 200 pl RIPA-Puffer resuspendiert und nach 5-minutiger Inkubation bei 4 °C
gevortext und bis zur Vermessung bei -20 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurden
die entsprechenden Ansatze gepoolt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer 10-
miniitigen Zentrifugation bei 14.000 Upm und 4 °C konnten die Uberstinde fiir den
L-DOPA-Assay (siehe Kapitel 3.12.2) und die Pellets zur Melaninbestimmung
verwendet werden. Hierzu wurden die Pellets in 200 pyl 7,5 M NaOH resuspendiert
und U.N. bei 99 °C und 550 Upm aufgekocht. Am nachsten Tag wurden die
Mikroreaktionsgefafhe auf Eis vorgekuhlt, kurz anzentrifugiert und gevortext. Je
Probe wurden 200 pl Cyclohexan hinzugegeben, gevortext und fur 1 h inkubiert.
Nach einer Zentrifugation bei 13.500 Upm und 8 °C fur 5 min, wurden 40 ul der
untersten Phase entnommen und auf eine 384-Loch-Platte uberfuhrt. Der Scan

erfolgte zwischen 320 und 550 nm in Dreifachbestimmung.

Auswertung

a) Biopsien zur Untersuchung auf PIH:

Es wurde die Summe von 370 bis 440 nm gebildet und der Mittelwert (MW1)
berechnet. Von 490 bis 500 nm wurde ebenfalls die Summe gebildet und der
Mittelwert (MW2) errechnet. AnschlieBend wurde MW2 von MW1 subtrahiert, der
Blindwert (NaOH) abgezogen, erneut die Mittelwerte gebildet, auf die jeweilige

Flache bezogen und auf die Kontrolle (Mitte ty) relativiert.
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b) Biopsien zur Untersuchung auf den Einfluss von PGFq:

Es wurde die Summe von 370 bis 440 nm gebildet und der Mittelwert (MW1)
berechnet. Von 490 bis 500 nm wurde ebenfalls die Summe gebildet und der
Mittelwert (MW2) errechnet. AnschlieBend wurde MW2 von MW1 subtrahiert, der
Blindwert (NaOH) abgezogen, erneut die Mittelwerte gebildet und auf die Kontrolle

zum Zeitpunkt der Inkulturnahme (to) relativiert.

c) Kokulturen unter Einfluss von PGFq:

Es wurde die Summe von 370 bis 440 nm gebildet und der Mittelwert (MW1)
berechnet. Von 490 bis 500 nm wurde ebenfalls die Summe gebildet und der
Mittelwert (MW2) errechnet. AnschlieBend wurde MW2 von MW1 subtrahiert, der
Blindwert (RIPA-Puffer) abgezogen, erneut die Mittelwerte gebildet, auf die
jeweilige Zellzahl bezogen, gepoolt und auf die unbehandelte Kontrolle (Mel+Fib -

bzw. Mel -) relativiert.

3.12.2 Tyrosinase-Aktivitats-Assay

Wahrend der Melanogenese wird Tyrosin durch die Tyrosinase zu
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) hydroxyliert und in weiteren Schritten zu Melanin
umgewandelt. Die Diphenolase-Aktivitat der Tyrosinase ist hierbei der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt und gibt so Aufschluss uber die gebildete
Melaninmenge. Die Tyrosinase katalysiert die Oxidation von L-DOPA zum
Reaktionsprodukt L-DOPAchinon. Das bei diesem Assay eingesetzte MBTH (3-Methyl-
2-benzothiazolinhydrazon) reagiert mit dem gebildeten L-DOPAchinon zu einem
stabilen roten Farbstoff, dessen Absorption detektiert werden kann.

Fur die Bestimmung der Tyrosinaseaktivitat der Kokulturen, wurden die
Melanozyten pro Kavitat einer 6-Loch-Platte mit 0,5 ml 1x Trypsin/EDTA fur 2 min
bei 37 °C trypsiniert und die Reaktion mit DMEM™" gestoppt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 13.000 Upm fur 5 min und RT. Das Pellet wurde in 200 ul PBS
resuspendiert, die Melanozyten am NucleoCounter gezahlt und erneut
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 200 yl RIPA-Puffer resuspendiert

und nach 5-minutiger Inkubation bei 4 °C gevortext und bis zur Vermessung bei
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-20 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die entsprechenden Ansatze gepoolt
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer 10-minutigen Zentrifugation bei
14.000 Upm und 4 °C konnten die Uberstiande fiir den L-DOPA-Assay verwendet
werden. Die Uberstande wurden 1 h auf Eis inkubiert und mehrmals gevortext. Es
folgte eine Zentrifugation bei 13.200 Upm und 4 °C fur 10 min. Anschliefend
wurden die Proben mit RIPA Puffer so verdunnt, dass in allen Ansatzen dieselbe
Zellzahl vorlag. Es wurden je Probe 50 ul der Zellsuspension abgenommen und fur
den L-DOPA-Assay in eine 96-Loch-Platte in Doppelbestimmung vorgelegt. Je Probe
wurden 200 ul Reaktionslosung hinzugegeben und bei 510 nm vermessen.
Fur 10 Proben in Doppelbestimmung wurde die Losung wie folgt angesetzt:

5ml aus 15 mM L-DOPA-Stock

1 ml DMSO

1 ml NaPi Puffer

600 pl ddH,0

400 pl aus 100 mM MBTH-Stock.
Zur Auswertung wurde von den Messungen 10 bis 21 die Steigung in mAU/min
bestimmt, die Mittelwerte gebildet und der Blindwert (RIPA-Puffer) subtrahiert.
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4 Ergebnisse

Zunachst werden die Ergebnisse der Untersuchungen auf postinflammatorische
Hyperpigmentierung (PIH) gezeigt. Hier sollte untersucht werden, ob das Biopsie-
Modell als ein PIH-Modell gesehen werden kann (Kapitel 4.1).

Im weiteren Verlauf wird dann der Einfluss von Prostaglandin F,q (PGF24) auf die
Melanogenese, von einerseits Biopsie-Hautmodellen und andererseits auf
Kokulturen, bestehend aus Melanozyten und Fibroblasten sowie auf Melanozyten-
Monolayer, gezeigt (Kapitel 4.2).

Im letzten Teil werden dann die Ergebnisse der Phagozytoseuntersuchungen von
Keratinozyten zusammengefasst. Hierbei lag der Fokus hinsichtlich der PIH
insbesondere darauf, die Phagozytoseleistung von Keratinozyten unter Einfluss

verschiedener Substanzen zu untersuchen (Kapitel 4.3).

4.1 Bestimmung der Melanogenese im Randbereich versus Zentrum
von Hautbiopsien in Kultur

Bei diesen Versuchen sollten Hautbiopsien auf postinflammatorische
Hyperpigmentierung (PIH) untersucht und gepruft werden ob dieses Biopsie-
Hautmodell als ein PIH-Modell gesehen werden kann, da eine kontinuierliche
Pigmentierung wahrend der Kultivierung beobachtet wurde. Konkret stellte sich
also die Frage, ob die Randbereiche (Exzisionstelle/ Wundbereiche) starker
pigmentieren als die Mittebereiche

Hierzu wurden die Randbereiche, bei denen vermutet wird, dass dort PIH durch
verletztes Gewebe auftritt, getrennt von den Mittebereichen auf Melanin
untersucht. Der Durchmesser der Biopsien betrug 8 mm (vgl. Abbildung 6). Diese
Biopsien (a) wurden fur 7 oder 14 Tage im Kollagengel kultiviert (vgl. Kapitel 3.9).
Zur Melaninbestimmung am Ende der Kultivierung wurden daraus mittels 5 mm
Stanzen die Mittebereiche (b) enthommen und getrennt von den Randbereichen (c)

analysiert.
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b

Abbildung 6: Prinzip des Stanzens der Rand- und Mittebereiche fiir PIH-Untersuchungen
Die Biopsien aus den operativen Eingriffen wurden mit einer 8 mm-Stanze (a) gestanzt und fur
7 oder 14 Tage in Kultur gehalten. Zur Melaninbestimmung wurde die Mitte (b) mit einer 5 mm

Stanze entnommen und Rand (c) und Mitte (b) auf Melanin untersucht.

Um herauszufinden, ob es sich tatsachlich um Melanogenese handelt, wurde ein
Tyrosinase-Inhibitor (W630; Einsatzkonzentration 16,67 uyM) eingesetzt. Bei jedem
Mediumwechsel erfolgte zur Uberwachung der Vitalitit ein LDH-Assay, dessen

Ergebnisse in nachfolgender Abbildung 7 dargestellt sind.

Abbildung 7: Vitalitat von Hautbiopsien in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer.

Die Hautbiopsien wurden uber einen Zeitraum von 14 Tagen in Kultur gehalten. Ein Teil der Biopsien
wurde zudem mit dem Tyrosinase-Inhibitor W630 (Einsatzkonzentration 16,67 uM) behandelt. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Mediumproben entnommen und lber den LDH-Assay die
Vitalitat bestimmt. Die LDH-Aktivitatssmessung erfolgte bei 490 nm. Je Ansatz wurden zwei Biopsien
in Doppelbestimmung vermessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von vier
unbehandelten und zwei mit W630 behandelten Spendern. Eine hohe Absorption ist ein MaB

reduzierter Vitalitat.
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Die Hautmodelle zeigen 2 Tage nach Inkulturnahme eine deutlich reduzierte
Vitalitat im Gegensatz zu den Biopsien nach 4 bzw. 6 Tagen Kultivierung. Bis 6 Tage
Kultivierungsdauer bleibt die Vitalitat erhalten, danach ist eine erhohte LDH-
Sekretion als Zeichen sinkender Integritat und Vitalitat zu beobachten. Eine
Behandlung mit W630 zeigt keinen negativen Einfluss auf die Vitalitat der Biopsien.

Nach 8 Tagen sinkt die Vitalitat der Biopsien bis Kultivierungsende deutlich.

Die Ergebnisse der Melaninbestimmung der Rand- und Mittebereiche sind Abbildung
8 dargestellt und jeweils auf die Mittebereiche am Tag der Inkulturnahme (Mitte tg)

bezogen.
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Abbildung 8: Melaninbestimmung von Hautbiopsien in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer.

Die Hautbiopsien wurden iiber einen Zeitraum von 14 Tagen in Kultur gehalten. Ein Teil der Biopsien
wurde zudem mit dem Tyrosinase-Inhibitor W630 (Einsatzkonzentration 16,67 uM) behandelt. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Biopsien geerntet, die Mitte herausgestanzt und der
Melaningehalt der Rand- bzw. Mittebereiche bestimmt. Je Zeitpunkt und Spender wurden zwei
Biopsien in Doppelbestimmung vermessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung
bezogen auf die Mittebereiche am Tag der Inkulturnahme (Mitte t;) von vier unbehandelten bzw.
zwei W630-behandelten Spendern.

Am Tag der Inkulturnahme (to) zeigen die Randbereiche im Vergleich zur Mitte eine
um 31 % reduzierte Melaninmenge. Nach 7 Tagen Kultivierungsdauer steigt das
detektierte Melanin in den Randbereichen der unbehandelten Biopsien etwas
starker als in den Mittebereichen. In beiden Arealen wurde mehr Melanin
gemessen, als am Tag der Inkulturnahme. Beide Areale zeigen nach zwei Wochen
Kultivierung eine weitere Steigerung, gleichen sich jedoch an (Rand: 142 %; Mitte:
141 %). Bei Biopsien, die mit Tyrosinase-Inhibitor W630 behandelt wurden, zeigt

sich mit steigender Kultivierungsdauer eine deutlich inhibierende Wirkung auf die
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Melanogenese, in sowohl den Rand- als auch den Mittebereichen. Nach 7 Tagen
W630-Behandlung wurde immer noch mehr Melanin detektiert als am Tag der
Inkulturnahme, jedoch weniger als nach 7 Tagen unbehandelter Biopsien. Erst nach
14 Tagen Behandlung sinken die Melaninmengen in beiden Arealen unter
Kontrollniveau (Abbildung 8).

4.2 Bestimmung der Melanogenese in Hautbiopsien und in

Kokulturen unter Einfluss von PGF,,

Zunachst werden die Ergebnisse des Einflusses von Prostaglandin F,4 (PGF24) auf die
Melanogenese von Biopsie-Hautmodellen vorgestellt. Es ist bekannt, dass PGF,, die
Aktivitat und Expression von Tyrosinase anregt (CALLADINE & HARRISON, 2007, COSTIN &
HEARING, 2007). AnschlieBend wird der Einfluss dieses Prostaglandins auf die
Melanogenese von Melanozyten in Kokultur mit Fibroblasten vorgestellt. Dies sollte
aufzeigen, inwieweit das Vorhandensein von Fibroblasten fur den PGF,.-Effekt auf
die Melanogenese notwendig ist, wie es Untersuchungen von Anbar et. al. zeigten.
Zum Vergleich wurden Melanozyten ohne Fibroblasten auf diesen Effekt hin

untersucht.

4.2.1 Einfluss von PGF,, auf die Melanogenese von Biopsie-Hautmodellen

Um den Einfluss von PGF,, auf Biopsie-Hautmodelle zu untersuchen, wurden die
Biopsiestanzen in Kollagen eingebettet (vgl. Kapitel 3.9), fur 10 Tage kultiviert und
je Spender zwei Konzentration PGF,q (10° und 10* M) zugesetzt. Bei jedem
Mediumwechsel erfolgte die Vitalitatsbestimmung mittels LDH-Test und frische
Zugabe des Prostaglandins. Am Versuchsende folgte die Melaninbestimmung.

Der Einfluss der PGF,4-Behandlung auf die Vitalitat ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Vitalitat von Hautbiopsien unter Einfluss von PGF,, in Abhangigkeit der
Kultivierungsdauer.

Die Hautbiopsien wurden uber einen Zeitraum von 10 Tagen in Kultur gehalten. Ein Teil der Biopsien
wurde zudem mit PGF,, behandelt (Einsatzkonzentration entweder 10 oder 10“M). Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Mediumproben entnommen und lber den LDH-Assay die
Vitalitat bestimmt. Die LDH-Aktivitatssmessung erfolgte bei 490 nm. Je Ansatz wurden zwei Biopsien
in Doppelbestimmung vermessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei

Spendern. Eine hohe Absorption stellt ein MaB reduzierter Vitalitat dar.

Der LDH-Test in Abbildung 9 zeigt keine Unterschiede zwischen behandelten und
unbehandelten Biopsien im Vergleich zur Kontrolle (Schwankungsbreiten). Nach
8 Tagen sinkt die Vitalitat bis Kultivierungsende.

In Abbildung 10 ist die Auswertung der Melaninbestimmung dargestellt. Die Daten

wurden auf die unbehandelte Kontrolle zum Zeitpunkt to (Inkulturnahme) bezogen.

37



Ergebnisse

Abbildung 10: Melaninbestimmung von Hautbiopsien unter Einfluss von PGF,, in Abhangigkeit
der Kultivierungsdauer.

Die Hautbiopsien wurden Uber einen Zeitraum von 10 Tagen in Kultur gehalten. Mit jedem
Mediumwechsel wurde frisches PGF,, zugefiihrt (Einsatzkonzentration entweder 107 oder 10 M).
Am Ende der Kultivierungsdauer wurden die Biopsien geerntet und der Melaninbestimmung
unterzogen. Je Ansatz wurden zwei Biopsien in Doppelbestimmung vermessen. Dargestellt sind die
prozentualen Veranderungen der Mittelwerte + Standardabweichung dreier unabhangiger Versuche

bzw. Spender bezogen auf den Zeitpunkt der Inkulturnahme (Kontrolle to).

Die Melaninbestimmung in Abbildung 10 zeigt nach 10 Tagen Kultivierung der
unbehandelten Probe (Kontrolle tqg), im Gegensatz zur Kontrolle ty (Zeitpunkt der
Inkulturnahme), eine deutliche Melaninsteigerung auf 238 %. Die beiden mit PGFy,
behandelten Proben zeigen nach 10 Tagen Kultivierung jedoch einen leichten

Ruckgang der produzierten Melaninmenge im Vergleich zur Kontrolle tqo.

4.2.2 Einfluss von PGF,4 auf die Melanogenese in Kokulturen und Monolayern

Es ist bekannt dass Latanoprost, ein PGF,, Analogon, die Melanogenese der Iris
stimuliert. Dies geschieht jedoch nicht direkt, sondern uber Fibroblasten (SMITH-
THOMAS ET. AL., 2004). Um diesen Sachverhalt naher zu untersuchen, wurde PGF,4 in

vier verschiedenen Konzentrationen (107 bis 10* M) auf Melanozyten-Fibroblasten-
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Kokulturen (vgl. Kapitel 3.7), bzw. auf Melanozyten-Monolayer (10° M) gegeben
und der Einfluss auf die Melanogenese untersucht. Die Kokulturen wurden entweder
unter Zuhilfenahme von Zellkultur-Inserts angesetzt (Melanozyten Monolayer am
Boden einer 6-Loch-Platte, Fibroblasten im Insert) oder ohne Inserts, wobei
Melanozyten mit Fibroblasten vermischt direkt in die Kavitaten ausgesat wurden.
Die Zellernte erfolgte an Tag 4 und 7. AnschlieBend folgte ein Tyrosinase-

Aktivitats-Test (siehe 3.12.2) sowie die Melaninbestimmung (siehe 3.12.1).

Der Tyrosinase-Aktivitats-Test der Kokulturen mit Membran-Inserts ist in Abbildung

11 dargestellt.
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Abbildung 11: Tyrosinase-Aktivitdt der Melanozyten-Fibroblasten-Kokulturen und Melanozyten-
Monolayer mit Inserts unter Einfluss von PGF,, in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer.

Die Kokulturen wurden Uber einen Zeitraum von 7 Tagen in Kultur gehalten und mit vier
Konzentrationen PGF,, behandelt (Einsatzkonzentrationen 10 bis 107 M). Ein Mediumwechsel und
frische PGF,,-Zugabe erfolgte an Tag 4. Nach 4 und 7 Tagen wurden die Melanozyten geerntet und
dem Tyrosinase-Aktivitats-Test unterzogen. Je Ansatz wurden die Zellen zweier Kavitaten einer 6-
Loch-Platte gepoolt und die Tyrosinase-Aktivitat in Doppelbestimmung ermittelt. Die
Absorptionsmessung  erfolgte bei 510 nm. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Steigungen + Standardabweichung von vier Spendern im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Mel = Melanozyten, Fib = Fibroblasten, - = unbehandelt.

Der Tyrosinase-Aktivitats-Test in Abbildung 11 zeigt fur alle Proben eine geringere
Tyrosinase-Aktivitat nach 7 Tagen im Vergleich zu 4 Tagen. Vergleicht man die
unbehandelte Kokultur (Mel+Fib -) mit den mit PGF,, behandelten Kokulturen nach
4 Tagen sowie 7 Tagen, ist mit sinkender PGF,, Konzentration eine sinkende
Tyrosinase-Aktivitat zu beobachten. Vergleicht man nur unbehandelte Melanozyten
(Mel -) mit behandelten Melanozyten (Mel 10° PGF,q) sind sowohl nach 4, als auch

nach 7 Tagen keine Veranderungen zu sehen.
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Betrachtet man die Kokulturen ohne Membran-Insert (Abbildung 12), bei denen die
Fibroblasten zusammen mit den Melanozyten in einer Kavitat einer 6-Loch-Platte
kultiviert wurden, so ist weder nach 4 noch nach 7 Tagen eine Steigerung der
Tyrosinase-Aktivitat der mit PGF,, behandelten Kultur im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle zu sehen. Vergleicht man die Aktivitat der einzelnen

Ansatze, ist eine Aktivitatsminderung uber die Zeit zu beobachten.

Abbildung 12: Tyrosinase-Aktivitdt der Melanozyten-Fibroblasten-Kokulturen ohne Inserts unter
Einfluss von PGF,, in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer.

Die Kokulturen wurden liber einen Zeitraum von 7 Tagen in Kultur gehalten und ein Ansatz mit

10" M PGF,, behandelt. Ein Mediumwechsel und frische PGF,.-Zugabe erfolgte an Tag 4. Nach 4 und
7 Tagen wurden die Zellen geerntet und dem Tyrosinase-Aktivitats-Test unterzogen. Je Ansatz
wurden die Zellen zweier Kavitaten einer 6-Loch-Platte gepoolt und die Tyrosinase-Aktivitat in
Doppelbestimmung ermittelt. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 510 nm. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Steigungen + Standardabweichung von vier Spendern im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Mel = Melanozyten, Fib = Fibroblasten, - = unbehandelt.
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Zur Melaninbestimmung wurden die Zellzahlen der Melanozyten, bei Kultivierungen
ohne Inserts die Gesamtzellzahl nach der Ernte bestimmt, die Melaninmittelwerte
darauf bezogen und auf die unbehandelte Kontrolle relativiert. Die prozentualen
Melaninanderungen der Kokulturen und Monolayer mit Inserts im Vergleich zur
Kontrolle sind in Abbildung 13 dargestellt, die der Kokulturen ohne Inserts in
Abbildung 14.

Abbildung 13: Melaninbestimmung von Melanozyten aus Melanozyten-Fibroblasten-Kokulturen
und Melanozyten-Monolayer mit Inserts unter Einfluss von PGF,, in Abhangigkeit der
Kultivierungsdauer.

Die Kokulturen wurden Uber einen Zeitraum von 7 Tagen in Kultur gehalten und mit vier
Konzentrationen PGF,, behandelt (Einsatzkonzentrationen 10 bis 10”7 M). Ein Mediumwechsel und
frische PGF,,-Zugabe erfolgte an Tag 4. Nach 4 und 7 Tagen wurden die Zellen geerntet und der
Melaninbestimmung unterzogen. Je Ansatz wurden die Melanozyten bzw. das Zellgemisch aus zwei
Kavitaten einer 6-Loch-Platte gepoolt und der Melaningehalt in Dreifachbestimmung vermessen.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen der Mittelwerte + Standardabweichung von vier
Spendern bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (Mel+Fib - bzw. Mel -).

Mel = Melanozyten, Fib = Fibroblasten, - = unbehandelt.

Nach 4 Tagen und einer Behandlung mit 10* M PGF, ist eine Steigerung der

Melaninmenge auf 150 % und nach 7 Tage auf 154 % zu beobachten. Je geringer die
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Konzentrationen an PGF,,, desto weiter sinkt der Melaningehalt. Bei einer
Behandlung mit 10° M PGF,q ist immer noch eine Steigerung im Vergleich zur
Kontrolle zu sehen. Bei 10 M PGF,q wurde ein Melaningehalt von 87 % und bei

107 M PGFyq von 79 % erreicht. Beide Ansitze liegen somit im Bereich des
Kontrollniveaus.

Betrachtet man die Melaninveranderung uber die Kultivierungsdauer, stellt man
fest, dass bis 10° M PGF,q eine leichte Steigerung von Tag 4 auf Tag 7 zu sehen ist.
Melanozyten ohne Fibroblasten zeigen bei einer Behandlung mit 10° M PGF,q im
Gegensatz zu unbehandelten Melanozyten nach 4 Tagen eine Steigerung, mit einem
weiteren Anstieg nach 7 Tagen auf 151 % (Abbildung 13).

Vergleicht man die prozentualen Melaninveranderungen ohne Inserts nach 4 Tagen
(Abbildung 14), zeigen die behandelten Ansatze eine minimale Steigerung auf 108 %
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Nach 7 Tagen ist jedoch eine Minderung

bei den behandelten Ansatzen gegenuber der Kontrolle zu sehen.
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Abbildung 14: Melaninbestimmung von Melanozyten-Fibroblasten-Kokulturen ohne Inserts unter
Einfluss von PGF,, in Abhadngigkeit der Kultivierungsdauer.

Die Kokulturen wurden iiber einen Zeitraum von 7 Tagen in Kultur gehalten und mit 10° M PGF,,
behandelt. Ein Mediumwechsel und frische PGF,.-Zugabe erfolgte an Tag 4. Nach 4 und 7 Tagen
wurde das Zellgemisch geerntet und der Melaninbestimmung unterzogen. Je Ansatz wurden die
Zellen zweier Kavitaten einer 6-Loch-Platte gepoolt und der Melaningehalt in Dreifachbestimmung
vermessen. Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen der Mittelwerte + Standardabweichung
von vier Spendern bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (Mel+Fib -).

Mel = Melanozyten, Fib = Fibroblasten, - = unbehandelt.
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4.3 Aufbau eines Assay-Systems zur Untersuchung der

Phagozytoseleistung primarer humaner Keratinozyten

Da der genaue Transfervorgang von Melanosomen zu Keratinozyten und die
Melanozyten-Keratinozyten-Interaktion wahrend des Transferprozesses noch nicht
vollstandig charakterisiert ist (MA ET. AL., 2010), sollte ein Assay-System etabliert
werden, welches die generelle bzw. substanzinduzierte Phagozytoseleistung von
primaren, humanen Keratinozyten untersucht. Als Kontrolle wurde ein
Phagozytose-Inhibitor eingesetzt, der auf die Aktinpolymerisation wirkt.

Zunachst stand im Vordergrund die generelle Kinetik der Phagozytose primarer
Keratinozyten zu bestimmen. Daher wurden zu den Zellen fluoreszierende Beads
gegeben und die Aufnahme dieser in Abhangigkeit der Zeit mittels FACS gemessen
(vgl. Abbildung 15). Insbesondere der 3 min-Wert diente als eine Kontrolle, um die
passive Adharenz der Beads an den Keratinozyten zu vermessen, da innerhalb eines

so kurzen Zeitraumes nicht viele Beads aktiv phagozytiert werden konnen.

In den ersten Versuchen erfolgte die Inkubation unbehandelter Keratinozyten mit
Beads fur 3 min, 15 min, 30 min, 1 h, 4 h und 6 h um die optimale Inkubationsdauer
eingrenzen zu konnen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 zusammengefasst. Es ist
deutlich zu sehen, dass mit steigender Inkubationsdauer vermehrt Phagozytose
stattfindet. Je hoher die Fluoreszenzintensitat, desto mehr Beads wurden von den

Keratinozyten aufgenommen.
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Abbildung 15: Phagozytoseleistung unbehandelter Keratinozyten in Vollmedium.

Unbehandelte Keratinozyten wurden mit fluoreszierenden Beads (0,5 pm) unterschiedlich lange
inkubiert. Die Phagozytoseleistung, d.h. die Menge aufgenommener Beads wurde mittels FACS
bestimmt. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitaten der gemessenen Keratinozyten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Ansteigende Intensitaten beschreiben eine vermehrte Phagozytose

der fluoreszierenden Beads durch die Keratinozyten.

Um nochmals sicher zu stellen, dass es sich um aktive Phagozytose handelt, wurde
ein auf die Aktinpolymerisation wirkender Phagozytose-Inhibitor (Cytochalasin)
hinzugegeben und die Phagozytoseleistung der Keratinozyten zur unbehandelten
Kontrolle betrachtet. Hierzu kam Cytochalasin-D und als Vergleich Cytochalasin-B
zum Einsatz. Abbildung 16 zeigt, dass je langer die Bead-Inkubation, desto starker
die Inhibierung. Ebenfalls ist zu enthehmen dass Cytochalasin-D, im Vergleich zu
Cytochalasin-B, der potentere Inhibitor ist (sieche 4 und 6 h). AuBerdem ist
festzuhalten, dass eine Konzentration von 10 yM Cytochalasin-D, im Vergleich zu

2,5 pM Cytochalasin-D, zu keiner starkern Inhibition fuhrt (siehe 1 h).
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Abbildung 16: Phagozytoseleistung mit Inhibitor vorbehandelten Keratinozyten in Vollmedium.

Keratinozyten wurden entweder mit Cytochalasin-D (Einsatzkonzentration 2,5 yM und 10 pM) oder
Cytochalasin-B (Einsatzkonzentration 2,5 pyM) fur 1 h vorbehandelt und unterschiedlich lange mit
fluoreszierenden Beads (0,5 pm) inkubiert. Die Phagozytoseleistung, d.h. die Menge aufgenommener
Beads wurde mittels FACS bestimmt. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitaten der gemessenen
Keratinozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Ansteigende Intensitaten beschreiben eine

vermehrte Phagozytose der fluoreszierenden Beads durch die Keratinozyten.

Im nachsten Schritt wurden die Keratinozyten mit verschiedenen potentiellen
Phagozytose-Stimulatoren fur 1 h vorbehandelt und anschliefend unterschiedlich
lange inkubiert. Auf Grund zu geringer Signale bei Bead-Inkubationszeiten < 1 h,
wurde sich in den folgenden Versuchen auf 1 h, 4 h und 6 h fokussiert. Abbildung 17
zeigt die Ergebnisse nach 1 h Vorbehandlung mit KGF und nach UV-Bestrahlung mit
einer Dosis von 50 mJ/cm? und anschlieBender Bead-Inkubation fiir 1 h, 4 h und
6 h. AuBerdem wurde ein PAR-2-Aktivator (drei Konzentrationen) und UV-
Bestrahlungen (30 und 40 mJ/cm?) fir anschlieBende Bead-Inkubationen von 1 h

getestet.
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Abbildung 17: Phagozytoseleistung behandelter Keratinozyten in Vollmedium.

Keratinozyten wurden entweder mit KGF (Einsatzkonzentration 20 ng/ml) oder einem PAR-2-
Aktivator (Einsatzkonzentration 0,5 pM, 1 pM, 2 pM) fiur 1 h vorbehandelt und anschlieBend
unterschiedlich lange mit fluoreszierenden Beads (0,5 pm) inkubiert. Nach der Bestrahlung mit UV-
Licht (Einsatzdosen 30 mJ/cm?, 40 mJ/cm?, 50 mJ/cm?) erfolgte die Bead-Inkubation 1 h spater
ebenfalls Uber die angegebenen Zeitraume. Die Phagozytoseleistung, d.h. die Menge
aufgenommener Beads, wurde nach 1 h, 4 h oder 6 h mittels FACS bestimmt. Dargestellt sind die
Fluoreszenzintensitaten der gemessenen Keratinozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten.
Ansteigende Intensitaten beschreiben eine vermehrte Phagozytose der fluoreszierenden Beads durch

die Keratinozyten.

In Abbildung 17 ist zu sehen, dass nach 1h Vorbehandlung mit allen drei
eingesetzten Konzentrationen PAR-2-Aktivator, die Fluoreszenzsignale unter
Kontrollniveau bleiben. Es ergab sich lediglich eine Konzentrationsabhangigkeit,
mit dem besten Ergebnis fur 2 yM PAR-2-Aktivator. Nach 1 h Vorbehandlung mit
KGF, bewegen sich die Signale fur alle drei Bead-Inkubationszeiten auf Hohe der
unbehandelten Kontrollen. Durch UV-Bestrahlung lasst sich keine Dosis-
Abhangigkeit feststellen und es wurde sogar eine Phagozytoseinhibierung
beobachtet.
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Es stellte sich nun die Frage, was als adaquate Positivkontrolle anzusehen ware.
Deshalb wurde untersucht, inwieweit das Kultivierungsmedium Einfluss auf die
Phagozytose von Keratinozyten hat und ob eine Kultivierung in Magermedium zu
einer hoheren Bead-Aufnahme im Gegensatz zu einer Kultivierung in Vollmedium
fuhrt. Dazu wurde 1 Tag nach Aussaat der Keratinozyten in Vollmedium, auf
Magermedium gewechselt und mit Keratinozyten verglichen die ausschlieBlich in
Vollmedium kultiviert wurden. AuBerdem wurde sich im weiteren Verlauf auf eine
Bead-Inkubationszeit von 1 h beschrankt, da zwischen 4 und 6 h kaum Unterschiede
zu verzeichnen waren, sehr hohe Melanosomenaufnahmen gemessen wurden und
somit ein positives Beeinflussen der Phagozytoseleistung kaum noch moglich war.
Bei 1 h Bead-Inkubation phagozytieren die Keratinozyten nachweislich immer noch

sehr gut und die Moglichkeit ist gegeben, die Phagozytose weiter zu stimulieren.

In nachfolgender Abbildung 18 sind die Ergebnisse unbehandelter Keratinozyten

nach 1 h Bead-Inkubation in Voll- und Magermedium gegenubergestellt.
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Abbildung 18: Einfluss von Voll- und Magermedium auf die Phagozytoseleistung unbehandelter
Keratinozyten.

Unbehandelte Keratinozyten wurden entweder in Voll- oder Magermedium mit fluoreszierenden
Beads (0,5 pm) fur 1 h inkubiert. Die Phagozytoseleistung, d.h. die Menge aufgenommener Beads
wurde mittels FACS bestimmt. Dargestellt ist die Phagozytoseleistung der gemessenen Keratinozyten
nach 1 h im Vergleich zur Kontrolle (Inkubation in Vollmedium). Je hoher die Phagozytoseleistung,
desto hoher die aufgenommene Menge fluoreszierender Beads durch die Keratinozyten. Die
Phagozytoseleistung ist in Magermedium, im Vergleich zur Kontrolle in Vollmedium, um 38 %

verbessert.

Abbildung 18 ist zu entnehmen, dass bei einer Kultivierung in Magermedium eine
gesteigerte Phagozytoseleistung unbehandelter Keratinozyten um 38 %, in Bezug

auf eine Kultivierung in Vollmedium (100 %), erreicht wurde.

Auf Grund der bisher gezeigten Ergebnisse, wurden die Keratinozyten in den
nachsten Versuchen ausschlieBlich in Magermedium kultiviert und die Inkubation

mit Beads erfolgte weiterhin fur 1 h. AuBerdem wurden eine Bestrahlungsdosis von
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50 mJ/cm? und eine PAR-2-Aktivator-Konzentration von 2 pM festgelegt. Die
Konzentrationen von KGF (20 ng/ml) sowie Cytochalasin-D (2,5 pM) blieben
unverandert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 zusammengefasst.

Abbildung 19: Phagozytoseleistung behandelter Keratinozyten in Magermedium.

Keratinozyten wurden in Magermedium entweder mit KGF (Einsatzkonzentration 20 ng/ml), einem
PAR-2-Aktivator (Einsatzkonzentration 2 pM) oder mit Cytochalasin-D (Einsatzkonzentration 2,5 pM)
fur 1 h vorbehandelt und anschlieBend fur 1 h mit fluoreszierenden Beads (0,5 pm) inkubiert. Nach
der Bestrahlung mit UV-Licht (Einsatzdosis 50 mJ/cm?) erfolgte die Bead-Inkubation 1 h spater
ebenfalls fur 1 h. Die Phagozytoseleistung, d.h. die Menge aufgenommener Beads wurde mittels
FACS bestimmt und aus den mittleren Fluoreszenzintensitaten die Phagozytoseleistung berechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

von drei Spendern.
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Es ist eine deutliche Inhibierung durch die Behandlung mit Cytochalasin-D zu sehen.
Die Phagozytoseleistung ist im Vergleich zur Kontrolle um 73 % geringer. Auch eine
Bestrahlung mit 50 mJ/cm? (59 % Phagozytoseleistung) und eine Behandlung mit
PAR-2-Aktivator (87 % Phagozytoseleistung) wirken sich hemmend auf die
Phagozytose aus. KGF wirkt sich hingegen stimulierend aus und bewirkt eine 20 %

hohere Phagozytoserate im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 19).
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5 Diskussion

Ziel dieser Master-Thesis war es zum Einen die Methodenentwicklung eines Biopsie-
Hautmodells aus Hautexplantaten fur Melanogenese-Untersuchungen abzuschlieBen
und abzuschatzen, inwiefern sich das Hautmodell als ein ex vivo Modell fur die
Target-Identifizierung/-Validierung fur postinflammatorische Hyperpigmentierung
(PIH) nutzen lasst. Denn nach wie vor stellt die Identifizierung PIH-spezifischer
Targets ein groBes Potential fur die Behandlung des ,,even skin tones* dar. Hierbei
stand die Erhebung der Parameter der Melaninsynthese sowie Vitalitat im
Vordergrund. Zum Anderen sollte uberpruft werden, ob ein Prostaglandin (PGF,q) in
der Lage ist, die Melanogenese zu beeinflussen und inwieweit Fibroblasten fur
dieses Phanomen von Bedeutung sind.

AuBerdem sollten Untersuchungen angestellt werden, inwieweit sich die
Melanosomenaufnahme durch Keratinozyten durch proinflammatorische Mediatoren

steuern lasst.

Im Labor Ethnic Skin/ Sun Care der Beiersdorf AG, wurden uber die Jahre etliche
Hautmodelle entwickelt und hinsichtlich pigmentierungsrelevanter Parameter
sowie der Stabilisierung der Vitalitat und der in vivo nahen Charakteristika weiter
optimiert.

All diese Modelle zeigen jedoch die Gemeinsamkeit, dass sie wahrend der
Kulturdauer eine erhohte Melanogenese aufweisen. Ziel dieser Arbeit war es zu
prufen, ob es sich hierbei um eine durch die Stanzung induzierte
postinflammatorische Hyperpigmentierung handelt, um ein ex vivo Modell fur

dieses Phanomen zur Traget-ldentifizierung/ -Validierung zu haben.
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5.1 Untersuchungen der Rand- und Mittebereiche von Hautbiopsien

auf postinflammatorische Hyperpigmentierung

Im Rahmen einer Diplomarbeit (DENzEL, 2005) wurde ein pigmentiertes
Vollhautmodell, bestehend aus humanen Keratinozyten und Melanozyten, die auf
einem Kollagengel mit integrierten Fibroblasten (Dermisaquivalent) Kkultiviert
wurden, entwickelt. Hiermit konnten erste pigmentierungsrelevante Parameter,
wie z.B. eine Abhangigkeit der Tyrosinaseaktivitat durch Stimulation mit
sonnensimuliertem Licht, untersucht werden. Da aber Melanozyten kaukasischer
Spender kaum durch sonnensimuliertes Licht stimulierbar sind, die Ergebnisse eine
unbefriedigende Streuung aufzeigten und ein solches Modell mit sehr viel
Arbeitsaufwand verbunden ist, eignet sich ein solches Modell fur Routineeinsatze
eher nicht. Dieser Sachverhalt wird auch in einigen Publikationen beschrieben, wo
zudem eine unzureichende in vivo-Nahe von Hautmodellen aus Kokulturen
bemangelt wird (UCHINO ET. AL., 2009).

So wurde im Labor Ethnic Skin/ Sun Care (Beiersdorf AG) 2009 ein in vivo-nahes
Pigmentierungsmodell aus Hautabschnitten fur Untersuchungen der Modulation der
Melanogenese entwickelt, bei der die Induzierbarkeit durch UV-Licht im
Vordergrund stand (VON MAcH, 2009). Die Hautabschnitte wurden mit der
Dermisseite nach unten in Membran-Inserts kultiviert und durch die permeable
Membran mit Medium versorgt. Eine UV-Induzierbarkeit der Melaninsynthese sowie
die weitestgehende Erhaltung der Morphologie konnten hier nachgewiesen werden.
Allerdings besaBen die Biopsien hierbei keine einheitliche GroBe (Zuschneiden
mittels Schere) und zeigten nach bereits einer Woche Kultivierung einen
Vitalitatsverlust. Dieses Problem wurde auch in der Literatur beschrieben (NATH ET.
AL., 2007; CHEN ET. AL., 2010). Ein weiterer Nachteil war die groBe Menge an Biopsie-
Material die hier benotigt wurde.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen beschaftigte sich N. Stumer in lhrer Bachelor-
Arbeit 2011 mit der Etablierung und Charakterisierung eines Hautmodells, das v.a.
die in vivo-Nahe moglichst lange aufrechterhalten und zudem eine deutlich
stabilere Vitalitat zeigen sollte. Hier wurden aus den Hautabschnitten mit Biopsie-

Stanzen einheitliche GroBen erzeugt, in Membran-Inserts auf Kollagen gebettet und
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kultiviert. Die Untersuchungen zeigten hinsichtlich UV-Responsivitat sowie uber
eine Kultivierungsdauer uber eine Woche hinaus gute Ergebnisse. Dies wurde auch
in einer anschlieBenden Bachelor-Arbeit (CHOPRA, 2011) gezeigt, wo die Modelle
sogar bis drei Wochen Kultivierung die in vivo-nahen Charakteristika beibehielten.
Zudem konnte in ersten Versuchen gezeigt werden, dass diese Modelle UV- und
Wirkstoff-Responsivitat im Sinne der Melanogenese zeigten.

Solche Hautmodelle, mit Erhaltung der Morphologie und Funktionsfahigkeit
hinsichtlich pigmentierungsrelevanter Stoffwechselvorgange und Parameter, sind
gerade im Hinblick auf z.B. Wirkstofftests mit Melanogenese-stimulierenden/-
hemmenden Eigenschaften, die oft erst nach langerer Inkubationszeit Resultate
zeigen, von groBer Bedeutung. Nicht zuletzt konnen so, schon vor Beginn von
Probandenstudien, potentielle Wirkstoffe an Hautmodellen naher untersucht und
charakterisiert werden.

Uberdies ist der Regulationsmechanismus der Melaninsynthese, einschlieBlich der
Hyperpigmentierung durch Entzindungsreaktionen, bis jetzt noch nicht vollstandig

geklart (TOMITA ET. AL., 1987; COSTIN & HEARING, 2007).

Die Untersuchungen in dieser Arbeit dienten zum Einen dem ,,proof-of-concept®,
mit dem Ziel herauszufinden, ob es sich bei der beobachteten Melaninsteigerung
mit steigender Kultivierungsdauer um PIH handelt und zum Anderen ein Modell zur
Target-Identifizierung/ -Validierung fur die PIH zu entwickeln. Dabei stand die
nicht-stimulierte Melanogenese im Vordergrund, wie sie durch die alleinige Kultur
von Hautbiopsien Uber langere Zeit zu beobachten ist. Die Hypothese war, dass es
sich hierbei um eine vorrangig im Randbereich (Exzisionstelle) ablaufende PIH
handelt. Um dies zu prufen, wurden genaue ortliche Untersuchungen auf Vitalitat
und Melanogenese (Randbereiche (Exzisionstelle/ Wundheilung) versus Zentrum)
durchgefuhrt. Zudem wurden Untersuchungen mit einem potenten Tyrosinase-
Inhibitor durchgefuhrt, um zu uberprufen, ob es tatsachlich Melanogenese ist die in
der Kultur der Biopsien ablauft und mit den Ergebnissen der nicht-stimulierten
Melanogenese verglichen.

Durch die operationsbedingte Exzision befinden sich die Hautexplantate in einem
chronisch entziundlichen Zustand (SEN, 2009). Deshalb wurde darauf geachtet, dass

die Hautabschnitte mit einer erkennbaren Rotung gemieden wurden. Der Grund fur
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diese Entzundungsreaktion/ Wundheilung sind die durch das Schneiden bzw.
Stanzen verletzten Hautzellen, die dadurch vermehrt passiv LDH sezernieren.
Apoptotische Zellen geben aktiv LDH in ihre Umgebung ab und kann dort detektiert
werden. Dies zeigt der LDH-Test in Abbildung 7. Die gestanzten 8 mm Biopsien
wurden uber einen Zeitraum von 14 Tagen in Kultur gehalten, ein Teil mit einem
Tyrosinase-Inhibitor behandelt (W630) und zu unterschiedlichen Zeitpunkt die LDH-
Aktivitat im Mediumuberstand gemessen. 2 Tage nach Inkulturnahme wurde eine
erhohte Freisetzung des zytoplasmatischen Enzyms LDH ins Medium detektiert, was
auf die Stanzung zuruckgefuhrt werden kann. Nach 4 Tagen scheint es, dass die
Vitalitat steigt, was aber daran liegt, dass das sezernierte LDH durch den
Mediumwechsel eliminiert wurde. Danach bleibt die Vitalitat uber 6 Tage stabil, bis
dann wiederum ein Anstieg der LDH-Konzentration detektiert wurde, was ein Indiz
dafur ist, dass die Zellen nun in Apoptose gehen und aktiv LDH freisetzen.
Vergleicht man die mit W630 behandelten Biopsien mit den Unbehandelten, so
kann man erkennen dass der Wirkstoff sich nicht negativ auf die Vitalitat auswirkt
(Abbildung 7).

Um Melanin zu bestimmen, wurden die 8 mm Biopsien fur 7 bzw. 14 Tage auf
Kollagen in Membran-Inserts kultiviert und am Versuchsende vermessen. Um
herauszufinden, ob hier tatsachlich Melanogenese ablauft, wurden einige Biopsien
mit einem Tyrosinase-Inhibitor (W630) behandelt. Nach Ablauf der jeweiligen
Kultivierungszeit wurden die 8 mm Biopsien geerntet, die Epidermis abgelost, die
Mittebereiche herausgestanzt (5 mm) und beide Bereiche (Rand/ Mitte; vgl.
Abbildung 6) auf Melanin untersucht (Abbildung 8).

Betrachtet man die Melanindaten in Abbildung 8, so lasst sich feststellen dass
entgegen den Erwartungen in den Mittebereichen zum Zeitpunkt der Inkulturnahme
(to) mehr Melanin detektiert wurde als in den Randbereichen. Es wurde eine 31 %
hohere Melaninmenge in den Mittebereichen detektiert als in den Randbereichen.
Da bei verletztem Gewebe nicht nur die direkt beschadigten Zellen betroffen,
sondern auch benachbarte bei einem Wundheilungsprozess beteiligt sind, konnte in
den Mittebereichen bereits PIH vorliegen. Andererseits ist sehr wahrscheinlich, dass
die Zellen im Randbereich (Verletzung durch Stanzung), das Melanin bzw. die
Melanosomen freigesetzt haben und somit auch nicht detektiert werden kann.

Betrachtet man die W630 behandelten Biopsien im Vergleich zu den
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Unbehandelten, so lasst sich nach sowohl 7, als auch 14 Tagen ein Ruckgang der

Melaninmenge feststellen.

Es ist nicht eindeutig zu klaren, ob es sich um eine vorwiegend im Randbereich
ablaufende PIH handelt, da die komplette Biopsie pigmentiert. Zwar konnte durch
den Tyrosinase-Inhibitor W630 gezeigt werden, dass es sich um Melanogenese
handelt, doch schwanken wie gezeigt, die Melaninwerte der Spender sehr
unterschiedlich. Es kann einerseits sein, dass es sich hier nicht um PIH, sondern um
eine durch das Kultivierungsmedium/ Wachstumsfaktoren bedingte Steigerung der
Melanogenese handelt oder dass die gesamte Biopsie einer PIH unterliegt. Dies
konnte so erklart werden, dass die Biopsie so klein ist, dass Mediatoren, die von der
Exzisionstelle austreten und eine PIH verursachen, in die gesamte Biopsie
diffundieren und so auch die Mitte in der Melanogenese beeinflussen.

In der Literatur ist ein Zusammenhang von Prostaglandinen und PIH beschrieben
(CALLADINE & HARRISON, 2007; TOMITA ET. AL., 1992). Hiernach wird durch die
Aktivierung des PAR-2 (,,proteinase-activated-receptor-2“) die Ausschuttung von
z.B. PGE; und PGF;4 stimuliert. AuBerdem soll ebenso PGE; fur die Induktion einer
PIH in Frage kommen (TOMITA ET. AL., 1987). So konnte z.B. eine Untersuchung auf
diese beteiligten Prostaglandine folgen.

Da bekannt ist, dass PIH haufiger bei dunkleren Hauttypen (Fitzpatrick Hauttypen
IV bis VI) auftritt (DAvis & CALLENDER, 2010; LUDMAN ET. AL., 2012), konnten
nachfolgende Untersuchungen auf diese Hauttypen fokussiert werden, zumal die
Spender in dieser Arbeit maximal Hauttyp Ill waren. Eine weitere Methode um eine
PIH zu identifizieren, ware z.B. eine Alzianblau-Farbung. Es wurden
Vakuolisierungen in Basalzellen und bandartige Ablagerungen von Mucin in PIH
betroffenen Arealen beobachtet, die durch eine solche Farbung sichtbar gemacht

werden konnen (NOTO ET. AL., 1998).
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5.2 Einfluss von PGF,, auf die Melanogenese von Biopsie-

Hautmodellen sowie Melanozyten-Fibroblasten-Kokulturen

PGF,q ist bekannt dafur, die Aktivitat und Expression der Tyrosinase zu stimulieren.
Es erhoht sowohl die Fahigkeit der Melanozyten, Dendriten zu bilden, als auch die
Melaninsynthese anzuregen (CALLADINE & HARRISON, 2007, COSTIN & HEARING, 2007). Die
Mechanismen dieser Effekte sind jedoch nicht aufgeklart (PROTA ET. AL., 2000).
Weiterhin ist bekannt, dass Latanoprost, ein PGF,4 Analogon, die Melanogenese der
Iris stimuliert, jedoch nicht direkt, sondern uber Fibroblasten (SMITH-THOMAS ET. AL.,
2004). 2011 wurde auf der ,lInternational Pigment Cell Conference® (IPCC)
berichtet, dass im Melanozyten-Monolayer PGE; die Melanogenese stimuliert, PGFq
aber keinen Effekt hat. Im Tiermodell sieht dies allerdings genau anders aus. Hier
hat PGE; keinen Effekt, dagegen stimuliert PGF;, die Melanogenese (ANBAR ET. AL.,
2011). Der Grund hierfur ist unbekannt. Dies legt jedoch die Vermutung nahe, dass
der PGF,q-Effekt nur im Tiermodell zu beobachten ist, weil hierfur Fibroblasten
notwendig sind.

Auf Grund dessen wurden Untersuchungen durchgefuhrt, wie sich Biopsien und
Kokulturen (Melanozyten/Fibroblasten) unter Einfluss von PGF,, verhalten und die
Melanogenese bzw. Tyrosinase-Aktivitat gemessen.

Ein positiver Einfluss auf Biopsien im Sinne der Melaninsynthese konnte mit PGFq
nicht festgestellt werden. Die schon zuvor beobachtete Melaninsteigerung durch
alleinige Kultivierung wurde zwar nach einer Kultivierungsdauer von 10 Tagen
bestatigt (Melaninsteigerung um 138 %), jedoch konnte eine weitere Steigerung
durch PGF,q nicht erreicht werden. Es ist sogar ein leichter Ruckgang des
Melaningehalts zu beobachten (Abbildung 10). Durch den LDH-Assay wurde gezeigt,
dass eine Behandlung mit 10> M PGF, keinen negativen Effekt auf die Vitalitat hat
(Abbildung 9). Obwohl dadurch keine weitere Melaninsteigerung erreicht werden
konnten, erwies sich unter Berucksichtigung der Vitalitat, eine Kultivierung mit

10 M PGFyq als am besten.

Da die Hautbeschaffenheiten (v.a. die unterschiedlichen Schichtdicken) der
einzelnen Spender sehr unterschiedlich sind, kann keine Standardmethode
entwickelt werden bei der man das Fettgewebe so optimal entfernt, dass

tatsachlich nur noch der Dermisanteil ubrig bleibt. So kann es vorkommen, dass bei
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einigen Spendern zu viel oder zu wenig subkutanes Gewebe entfernt wurde, was
sich sehr stark auf die Stoffwechselwege und Interaktionen in der Haut auswirken
kann.

Dass eine Stimulation der Melanogenese durch PGF,4 in Biopsien nicht mehr moglich
ist, konnte ebenso daran liegen, dass die intrinsische Melanogenese hier nach
10 Tagen Kultivierung bereits zu hoch ist. Daher wurde der Einfluss von PGF;, auf

die Melanogenese von Kokulturen untersucht.

Kokulturen wurden mit vier verschiedenen Konzentrationen PGF,q behandelt (107 -
10* M) und nach 4 bzw. 7 Tagen die Tyrosinase-Aktivitit bestimmt, sowie das
gebildete Melanin gemessen. Bei der Messung der Tyrosinase-Aktivitat konnte keine
Steigerung durch eine PGF,, Behandlung erreicht werden, aber eine
Konzentrationsabhangigkeit festgestellt werden. Dies konnte daran liegen, dass die
Tyrosinase-Aktivitat nur eine Momentaufnahme darstellt und es kann sein, dass die
Aktivitat zu einem fruheren Zeitpunkt hoher war. Somit musste die Kinetik naher
untersucht werden.

AuBerdem wurde bestatigt, dass die Interaktion der Melanozyten und Fibroblasten
fur die Tyrosinase-Aktivitat wichtig ist (vgl. Abbildung 11). Hier ist zu sehen, dass
unbehandelte Kokulturen (Mel+Fib -), im Gegensatz zu alleinig kultivierten
unbehandelten Melanozyten (Mel -), hohere Aktivitaten zeigen.

Des Weiteren kann man feststellen, dass nach sowohl 4, als auch 7 Tagen und
Behandlungen mit 10 bzw. 10* M PGF,q hohere Melaninmengen im Vergleich zur
Kontrolle erreicht wurden (Abbildung 13). Geringere Konzentrationen PGF,4 bleiben
nach sowohl 4 als auch 7 Tagen unter Kontrollniveau.

Eine Kultivierung ohne Inserts (Abbildung 14) wirkt sich ebenfalls positiv auf die
Melaninsynthese nach 4 Tagen aus (8 % Steigerung fiir 10° M PGF,q), jedoch ist der
Einfluss hier, im Vergleich zur Kultivierung mit Inserts, deutlich geringer. Auf die
Tyrosinaseaktivitat lasst sich kaum Einfluss feststellen (vgl. Abbildung 12). Es lasst
sich also festhalten, dass bei 7 Tagen Kultivierung mit Inserts die besten Ergebnisse
fir 10* M PGF,q (Melaninsteigerung um 54 %) und 10> M PGF,, (Melaninsteigerung
um 33 %) erreicht wurden. Bei 4 Tagen Kultivierung wurden die besten Ergebnisse

mit einer Behandlung von 10"* M PGF,q erreicht.
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AuBerdem konnte, entgegen den Publikationen von Smith-Thomas et. al. und Anbar
et. al. gezeigt werden, dass PGF,, auch die Melanogenese von Melanozyten in
alleiniger Kultur stimuliert und Fibroblasten somit nicht notwendig sind (Abbildung
13). Smith-Thomas et. al. verwendeten Melanozyten aus der Iris und haben
beschrieben, dass hier sehr groBe Unterschiede in der Melaninsynthese auftreten,
je nachdem welche Augenfarbe die Spender hatten. AuBerdem wird der Einfluss
des Kultivierungsmediums beschrieben, wonach eine hohere Melaninsynthese von
Melanozyten in Green’s Medium (im Gegensatz zu MCDM 153) erreicht wurde. Hier
ist mehr Calcium enthalten (physiologischer Level), hohere Mengen L-Tyrosin, L-
Phenylalanin und Melaninvorstufen. Auch ist der Ursprung der Fibroblasten von
Bedeutung, je nach dem ob sie dermalen oder okularen Ursprungs waren, ergaben
sich groBe Unterschiede in der Melaninsynthese. Ebenso wurde gezeigt, dass
Fibroblasten sich sogar negativ auf die Melaninsynthese in Kokulturen auswirken
konnen.

Wie eingangs erwahnt, stimuliert PGF;, die Melanozyten Dendriten zu bilden. Dies
bestatigen auch Anbar et. al. in vitro. Es stellt sich trotzdem die Frage, ob dies
ausreichend fur eine Melanogenese-Stimulierung in Melanozyten ohne Fibroblasten
ist oder ob auch das verwendete Medium tatsachlich groBen Einfluss hat. Denn die
Ergebnisse von Smith-Thomas et. al., hinsichtlich des Mediums, sind noch nicht
statistisch signifikant. AuBerdem konnte eine positive Interaktion zwischen
Fibroblasten und Melanozyten nur fiir eine Konzentration von 107 M gezeigt
werden, was in dieser Masterarbeit ebenfalls widerlegt wurde.

Um die gezeigten Ergebnisse zu festigen ware es von Bedeutung die
Untersuchungen fortzufuhren und weitere Konzentrationen zu testen. Mogliche
Steigerungen konnten evtl. mit einer noch hoheren Konzentration PGF,q erreicht
werden oder einer anderen PorengroRe der Membran-Inserts bei Kokulturen.
Letzteres konnte aber Einfluss auf die Diffusionsgeschwindigkeit von z.B.

Substanzen/ Wirkstoffen haben.
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5.3 Assay-System zur Untersuchung der Phagozytoseleistung
primarer humaner Keratinozyten

Phagozytose beschreibt im Allgemeinen die Aufnahme von zellularen Partikeln mit
einer GroBe zwischen 0,5 und 1 pm Durchmesser und ist rezeptorvermittelt
(SEIBERG, 2001).

In dieser Arbeit sollte ein Assay-System zur Untersuchung der Phagozytoseleistung
von primaren, humanen Keratinozyten etabliert werden. Es sollte hierzu mit
bekannten Phagozytose-stimulierenden Substanzen untersucht werden, ob die
Phagozytoseleistung in diesem System noch zu steigern ist, um zukunftig
Phagozytose-fordernde Substanzen identifizieren zu konnen (Positivkontrolle). Dazu
wurden Keratinozyten mit verschiedenen Substanzen vorbehandelt, anschlieBend
mit fluoreszierenden Beads (0,5 pm) inkubiert und die Phagozytoserate mittels
FACS bestimmt.

Der genaue Transfer von Melanosomen von Melanozyten zu Keratinozyten und die
Melanozyten-Keratinozyten-Interaktion wahrend des Transferprozesses sind noch
nicht vollstandig charakterisiert ist (MAET. AL., 2010).

Bei der Phagozytose spielt der Proteinase-aktivierte-Rezeptor-2 (PAR-2) eine
entscheidende Rolle. Es ist bekannt, dass PAR-2 in Keratinozyten, aber nicht in
Melanozyten exprimiert wird und an der Regulierung der Pigmentierung beteiligt
ist. Die einzig bekannten naturlichen Aktivatoren von PAR-2 sind Trypsin und
Mastzelltryptase (PAINE ET. AL., 2001). Die Aktivierung von PAR-2 beeinflusst die
Phagozytoseleistung von Keratinozyten positiv (SHARLOW ET. AL., 2000). Doch auch
UV-Strahlung ist an der Regulation von PAR-2 beteiligt (SCOTT ET. AL., 2001) und ist
bekannt dafur, die Phagozytoseleistung von Keratinozyten positiv zu beeinflussen
(VIRADOR ET. AL., 2002; CoSTIN & HEARING, 2007). AuBerdem ist publiziert, dass UV-
Strahlung (UV-B) eine Tyrosinphosphorylierung des KGF-Rezeptors (KGFR) auslost
und zu einer schnellen intrazellularen Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) fuhrt. ROS wiederum sind fahig die Aktivierung und Internalisierung des KGFR
auszulosen. Dieser Vorgang ist ahnlich dem, der durch KGF induziert wird und die
Aktivierung und Internalisierung des aktiven KGFR zur Folge hat (MARCHESE ET. AL.,

2003). KGF ist ein potentes Mitogen und wird von dermalen Fibroblasten sekretiert,
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bindet an den KGFR und unterdruckt die terminale Differenzierung sowie die

Apoptose (CARDINALI ET. AL., 2005/ 2008; CAPONE ET. AL., 2000).

In der Literatur sind diverse Phagozytose-Assays beschrieben. Manche wurden mit
Kokulturen aus Melanozyten und Keratinozyten durchgefuhrt (PAINE ET. AL., 2001),
andere benutzten isolierte Melanosomen (VIRADOR ET. AL., 2002; SEIBERG ET. AL.,
2000). In dieser Arbeit wurde ein Assay entwickelt, bei dem fluoreszierende Beads
(0,5 um) als Melanosomen-Imitate zum Einsatz kamen (CARDINALI ET. AL.,
2005/ 2008).

Um erst einmal generell die Phagozytoseleistung zu untersuchen, wurden
Keratinozyten mit fluoreszierenden Beads (0,5 pm) unterschiedlich lange inkubiert
und die Phagozytoseleistung mittels FACS bestimmt. Hierbei zeigte sich eine mit
steigender Bead-Inkubationsdauer steigende Phagozytoserate (Abbildung 15).

Um eine passive Adharenz der Beads auszuschlieBen und um noch einmal deutlich
Zu zeigen, dass es sich bei den gemessenen Fluoreszenzintensitaten um ein Resultat
des aktiven Prozesses der Phagozytose handelt, wurde diese mittels Cytochalasin-D
inhibiert. Cytochalasin-D wirkt auf die Aktinpolymerisation und die inhibierende
Wirkung auf die Phagozytose wurde bereits von Cardinali et. al. 2008 publiziert. Als
Vergleich kam Cytochalasin-B zum Einsatz. Die Ergebnisse zeigten eine mit
steigender Bead-Inkubationsdauer starkere Inhibierung. Hierbei stellte sich heraus,
dass Cytochalasin-D, im Vergleich zu Cytochalasin-B, der potentere Inhibitor ist und
eine 4-fach hohere Konzentration Cytochalasin-D (10 pM) zu keiner starkeren
Inhibierung fuhrt (vgl. Abbildung 16). Somit konnte gezeigt werden, dass es sich
hier um einen aktiven Phagozytoseprozess durch die Keratinozyten handelt. Als
Gegenbeweis wurden die Uberstinde der einzelnen Ansitze vermessen (Daten nicht
gezeigt). Die Uberstinde stellen hierbei die ,Waschfraktion“ nach Ernte und
Zentrifugation der Keratinozyten dar, bevor diese wieder fur die Vermessung am
FACS in PBS resuspendiert  wurden. Die Uberstande lieferten

Fluoreszenzintensitaten, die auch die reinen Beads zeigten.

Da nun die Frage der passiven Adharenz geklart war, wurde versucht die
Phagozytoseleistung in diesem Assay-System zu steigern, um eine Positivkontrolle

fur zukunftige Phagozytoseuntersuchungen zu identifizieren. In dieser Arbeit kamen
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als potentielle Phagozytose-Stimulatoren KGF und ein PAR-2-Aktivator (LIGRLO)
zum Einsatz. Hierzu wurden Keratinozyten 1 h mit den Phagozytose-Stimulatoren
vorbehandelt, anschlieBend mit Beads inkubiert und die Phagozytoseleistung per
FACS vermessen. AuBerdem wurde als potentieller Stimulator UV-Licht eingesetzt.
Die Inkubation mit Beads erfolgte nach UV-Bestrahlung 1 h spater. Weil Bead-
Inkubationszeiten < 1 h zu geringe Signale lieferten, wurde sich auf 1 h, 4 h und 6 h
fokussiert.

Es hat sich gezeigt, dass weder eine Bestrahlung mit UV-Licht (30, 40 und
50 mJ/cm?) noch der PAR-2-Aktivator (0,5, 1 und 2 uM) die Phagozytose stimulieren
konnen. Vorbehandlungen mit KGF brachten Fluoreszenzsignale auf Kontrollniveau
(vgl. Abbildung 17).

Da in der Literatur (CARDINALI ET. AL., 2008) von einer Kultivierung in Magermedium
(serumfrei) die Rede ist und die bisherigen Versuche ausschlielich in Vollmedium
durchgefuhrt wurden, wurde im nachsten Schritt der Einfluss des
Kultivierungsmediums getestet. Hierzu erfolgte ein Tag nach Zellaussaat der
Wechsel von Voll- auf Magermedium. Weil Bead-Inkubationszeiten von 4 und 6 h
kaum Unterschiede aufzeigten, die Phagozytose bei 1 h nachweislich immer noch
sehr gut ist und die Moglichkeit gegeben ist, weiter zu stimulieren, wurde sich
ausschlieBlich auf Bead-Inkubationen von 1 h beschrankt.

Es konnte gezeigt werden, dass Kultivierungen in Magermedium eine verbesserte
Phagozytoseleistung brachten als eine Kultivierung in Vollmedium. Die
Phagozytoseleistung war in Magermedium um 38 % hoher (Abbildung 18).

Diese Ergebnisse fuhrten dazu, dass die Folgeversuche ausschlieBlich in
Magermedium durchgefuhrt wurden. Bei einer Bead-Inkubationsdauer von 1 h in
Magermedium konnte die positive Wirkung von KGF gezeigt werden. Es war eine um
20 % verbesserte Phagozytoseleistung im Vergleich zur Kontrolle zu messen. Auch
die Wirkung von Cytochalasin-D konnte in Magermedium nachgewiesen werden. Es
wurde eine Inhibierung von 73 % erreicht. Der PAR-2-Aktivator und eine UV-
Bestrahlung mit 50 mJ/cm? zeigten jedoch keinen positiven Effekt auf die

Phagozytose und konnte somit nicht bestatig werden (Abbildung 19).
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Somit lasst sich zusammenfassend sagen, dass sich eine Kultivierung in
Magermedium positiv auf die Phagozytoseleistung von Keratinozyten auswirkt und
mit KGF, wie in der Literatur oft beschrieben, noch gesteigert werden kann. Es
konnte somit eine Positivkontrolle fur zukunftige Phagozytoseuntersuchungen fur
dieses Assay-System gefunden werden.

Ebenso kdnnte eine hohere Ca*'- Konzentration im Medium die Phagozytoseleistung
noch weiter verbessern, weil dadurch die Expression von KGFR noch oben reguliert
wird (CAPONE ET. AL., 2000). Dass eine Kultivierung in Magermedium oft besser
funktioniert, lasst sich damit erklaren, dass die Zellen durch das ,,Hungern“ eher
gewillt sind externe Stoffe aufzunehmen. Dass eine positive Wirkung durch den
PAR-2-Aktivator nicht gezeigt werden konnte, liegt moglicherweise daran, dass ein
Melanozyten-Keratinozyten-Kontakt sowohl in vitro, als auch in vivo fur eine
Aktivierung des Rezeptors unabdingbar ist (VAN DEN BOSSCHE ET. AL., 2006). AuBerdem
wurde gezeigt dass PAR-2 in verschieden farbigen Hauten unterschiedlich stark
exprimiert wird. Je dunkler desto hoher die Expression. Zudem wird vermutet, dass
bei hellhautigeren Menschen moglicherweise noch zusatzlich andere alternative
Stoffwechselwege aktiviert werden mussen (CARDINALI ET. AL., 2008). Die UV-
Bestrahlungen wurden in Medium anstatt in PBS durchgefuhrt, was moglicherweise
einen Einfluss haben konnte. AuBerdem wurden die Beads erst 1 h nach Bestrahlung
hinzugegeben. In der Literatur ist hingegen zu lesen, dass die Beads direkt nach
Bestrahlung auf die Keratinozyten geben wurden (VIRADOR ET. AL., 2002). Warum
jedoch eine inhibierende Wirkung zu beobachten ist, ist nicht vollstandig

aufzuklaren.
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5.4 Ausblick

Da es ist nicht eindeutig zu klaren war ob es sich, wie vermutet, um eine
vorwiegend im Randbereich ablaufende PIH handelt und die Melaninauswertung
groBe Schwankungen ergaben, sollten noch weitere Untersuchungen folgen, um
eine klare Aussage treffen zu konnen. Um nicht zu viel Druck auf die Hautbiopsien
auszuuben, sollte evtl. fur jede Biopsie eine neue Stanze verwendet werden, da
diese sehr schnell stumpf werden. Ein histologischer Abgleich auf Proteinebene mit
ausgewahlten Kandidaten aus den Expressionsanalysen aus PlH-Arealen
(Saugblasen-induzierte Hyperpigmentierung) ware sinnvoll, wenn die Frage der PIH
eindeutig geklart ist. AuBerdem sollte der Zusammenhang von Prostaglandinen
naher untersucht werden. So konnte z.B. eine Untersuchung auf diese beteiligten
Prostaglandine (PGE;, PGE; und PGFy,) folgen. Da PIH haufiger bei dunkleren
Hauttypen (Fitzpatrick Hauttypen IV bis VI) auftritt konnten nachfolgende
Untersuchungen auf diese Hauttypen fokussiert werden.

Um den Einfluss von PGF,, auf Kokulturen naher zu untersuchen konnte man in
weiteren Schritten Saugblasenflussigkeiten auf PGF,q untersuchen. Falls sich dieser
Zusammenhang dann auch in humaner Haut bestatigt, konnte man gegebenenfalls
uber die Stanzen aus Saugblasen-induzierten PIH-Studien, ,,downstream® des FP-
Rezeptors, in den Fibroblasten schauen (z.B. FGF-2-Expression). Dies wiurde sich
auf die Epidermis bzw. die Melanozyten auswirken und die Melanogenese in Gang
setzen. Guo et. al. zeigten dass humane Fibroblasten aus Fruchtblasen PGF,
produzieren und FP-Rezeptoren exprimieren. Dies wurde ebenso in okularen
Fibroblasten beobachtet (SMITH-THOMAS ET. AL., 2004).

Ein Assay-System zur Untersuchung der Phagozytoseleistung von Keratinozyten
konnte entwickelt werden und eine Positivkontrolle identifiziert werden (KGF). In
weiteren Versuchen konnten nun die Frage beantwortet werden, inwieweit die PIH
durch proinflammatorische Mediatoren gesteuert werden kann. Hierzu wurde man
beispielsweise IL-1, IL-6, TNF-a, LPS, Trypsin oder Mastzelluberstande auf die

Keratinozyten geben und die Phagozytose messen.
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6 Zusammenfassung

In dieser vorliegenden Masterarbeit wurde ein Biopsie-Hautmodell zur
Untersuchung der humanen Pigmentierung eingesetzt. Es sollte gepruft werden, ob
sich  dieses Hautmodell auch als ein PIH (postinflammatorische
Hyperpigmentierung)-Modell ansehen lasst, da durch alleinige Inkulturnahme eine
erhohte Melanogenese Uber die Zeit zu beobachten war. Hierzu standen Analysen
der Biopsie-Randbereiche (Exzisionstelle/ Wundheilung) versus den Mittebereichen
im Fokus. Als Kontrolle der Melanogenese, wurde ein Tyrosinase (Schlusselenzym
der Melanogenese)-Inhibitor eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Randbereiche nicht starker pigmentieren als die Mittebereiche. Zwar konnte durch
den Tyrosinase-Inhibitor bewiesen werden, dass es sich um Melanogenese handelt,
doch ob das Hautmodell auch als PIH-Modell angesehen werden kann, konnte nicht
eindeutig beantwortet werden. Hier konnten Untersuchungen, auf beispielsweise
die beteiligten Prostaglandine (z.B. PGE;, PGE; und PGFy,) folgen, um diese Frage

eindeutig beantworten zu konnen.

AuBerdem wurde das Biopsie-Modell genutzt, um den Einfluss von PGF,,, einem
Prostaglandin, das die Melanogenese stimulieren soll, zu untersuchen. Dieser
Einfluss wurde nicht nur an Hautmodellen untersucht sondern auch an Melanozyten-
Fibroblasten-Kokulturen und Melanozyten Monolayern. Der positive Einfluss von
PGF,4, auf die Melanogenese in Biopsie-Hautmodellen, konnte nach 10 Tagen
Kultivierung nicht gezeigt werden. Es wird vermutet, dass die intrinsische
Melanogenese der unbehandelten Biopsien nach 10 Tagen bereits so hoch ist, dass
eine Stimulation durch PGF,4 nicht mehr moglich ist. Bei Kokulturen wurde gezeigt,
dass eine Stimulation mit 10° und 10* M PGF,q mdglich ist. Auch konnte gezeigt
werden, dass fur diesen Effekt keine Fibroblasten notwendig sind. Es wurde auch
bei Melanozyten Monolayern fiir 10° M PGF,q eine Steigerung der Melanogenese

erreicht.

Des Weiteren wurde die Phagozytoseleistung von Keratinozyten untersucht um mit

Stimulatoren eine Positivkontrolle der Phagozytose in diesem Assay-System, fur
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zukunftige Phagozytose-fordernde Substanzen, zu identifizieren. Hierzu wurden
fluoreszierende Beads (Melanosomen-Imitate) auf vorbehandelte Keratinozyten
gegeben und per FACS vermessen.

Das Assay-System zur Untersuchung der Phagozytoseleistung von Keratinozyten
wurde erfolgreich etabliert und steht fur nachfolgende Untersuchungen mit

proinflammatorischen Mediatoren zur Verfugung.
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