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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die Haut ist die duflerste Abgrenzung des menschlichen Korpers gegeniiber der
Umwelt. Aufgrund einer durchschnittlichen Oberfldche von 1,5 bis 2 m? und einem
Massenanteil von 15 % des Korpergewichts, ist sie das grofste und schwerste Organ
des menschlichen Korpers (Butnaru und Kanitakis, 2002). AuBeren Einfliissen,
mechanischer, chemischer, thermischer oder auch mikrobieller Art, steht die Haut als
Schutzbarriere mit einer durchschnittlichen Starke von 2,5 mm gegeniiber (Tobin,
2006). Vor allem die daufierste Hautschicht (Epidermis), die im unmittelbaren Kontakt
zur Auflenwelt steht, tragt einen grofien Anteil zur Schutzfunktion bei. Als
Sinnesorgan beherbergt die Haut eine Reihe von Sinneszellen, wie die
Mechanorezeptoren fiir Druck (Merkel-Zellen), Beriihrung (Meissner-Korperchen)
und Vibration (Vater-Pacini-Korperchen) sowie Temperatur- und
Schmerzrezeptoren. Wichtige Funktionen der Haut sind die Fahigkeit zur
Pigmentierung, als Pravention vor ultravioletter (UV) Strahlung, und die Eigenschaft
zum immunologischen Schutz. Zusitzlich ist sie an einer Vielzahl weiterer
Funktionen wie Gasaustausch, der Regulation des Elektrolythaushaltes und der
Korpertemperatur beteiligt.

Generell lasst sich die Haut in drei Bereiche gliedern. Die Epidermis (Oberhaut) als
dufierste Hautschicht, gefolgt von der Dermis (Lederhaut) und abschlieffend die
Subkutis (Unterhaut). Sogenannte Hautanhangsgebilde, wie Haare, Driisen und
Nagel, sind funktionell ebenfalls der Haut zugeordnet. In Abbildung 1.1 ist der
Autbau der Haut mit der Einteilung der Schichten und den enthaltenen
Hautanhangsgebilden schematisch dargestellt.

Abhéangig von der Hautregion weist die Epidermis eine Dicke von 0,04 bis 1,2 mm
auf. Sie ist ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel, das sich in fiinf Schichten

gliedern lasst. Die Schichten bestehen zu 90 % aus Keratinozyten unterschiedlicher



Einleitung 2

Differenzierungsstadien, diese unterscheiden sich mikroskopisch in Form wund

Funktion.

. = Stratum corneum

n |»- Stratum lucidum

— Stratum granulosum

— Stratum spinosum

— Stratum basale

1. Epidermis
2. Dermis

3. Subcutis
4. Haarfollikel
5. Talgdriise

6. Schweifidriise

}- Basalmembran

Abbildung 1.1: Aufbau der menschlichen Haut

Schematischer Querschnitt der menschlichen Haut. Einteilung in die drei Schichten Epidermis,
Dermis und Subkutis. Der vergrofierte Ausschnitt (rechts) zeigt die unterschiedlichen Schichten der
Epidermis. In der Basalzellschicht der Epidermis (Stratum basale) befinden sich die Melanin bildenden
Melanozyten. (modifiziert nach Informationsprospekt Eucerin®, Beiersdorf AG, Hamburg)

Die unterste Schicht der Epidermis wird als Stratum basale (Basalzellschicht)
bezeichnet. In der Basalzellschicht tragen die Keratinozyten zur kontinuierlichen
Erneuerung des epidermalen Gewebes, durch eine hohe mitotische Aktivitat, bei. Es
handelt sich hierbei um eine asymmetrische Teilung, bei der sich eine der durch
Mitose entstehenden Tochterzellen erneut teilt, wahrend die zweite in ca. 30 Tagen
zur Hautoberflache wandert (Schoppmeyer, 2007). Neben den kleinen, mit ihrer
Langsachse senkrecht zum dermoepidermalen Ubergang stehenden Keratinozyten,
befinden sich hier die pigmentbildenden Melanozyten und Merkel-Zellen. Im
Stratum spinosum (Stachelzellschicht) bilden die Keratinozyten vergrofierte, runde
Zellkorper aus. Die horizontal orientierten Zellen sind iiber stachelférmige Fortsatze

(Desmosomen) verbunden, die ihnen die Kommunikation miteinander ermoglichen.
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Stark verzweigte Langerhans-Zellen sind ein weiterer Zelltyp des Startum spinosum
und dienen der Antigenprasentation. Keratinozyten der darauffolgenden Schicht,
dem Stratum granulosum (Kornerzellschicht), weisen einen stiarker abgeflachten
Zellkorper mit degenerativen Kernveranderungen auf (Costin und Hearing, 2007). In
dessen = Zytoplasma  befinden  sich = membranumschlossene Granula
(Keratohyalingranula), welche zu den Barriereeigenschaften (Verhornung) der
oberen Hautschicht beitragen (Elias, 1983). Im Vergleich zu Keratinozyten eines
fritheren Differenzierungsgrades besitzen die Keratinozyten des Stratum lucidum
(Glanzschicht) keine subzellularen Kompartimente mehr. Diese Schicht existiert in
Hautbereichen, an denen die Hornschicht besonders stark ausgepragt ist, wie
Fufisohlen und Handflachen. Abschlieffend wird die Epidermis durch das Stratum
corneum (Hornschicht) abgegrenzt. Diese dufserste Schicht der Epidermis, und somit
der Haut, besteht aus mehreren {ibereinander gelagerten extrem abgeflachten
Hornzellen (Korneozyten), die keine Merkmale lebender Zellen aufweisen.

Direkt unterhalb der Basalmembran (Basallamina) der Epidermis liegt die
bindegewebsartige bis zu 4 mm dicke Dermis. Sie verleiht der Haut eine hohe
Zugfestigkeit. Auflerdem sind in ihr sind die meisten Sinneszellen und
Hautanhangsgebilde lokalisiert (Costin und Hearing, 2007). Anteilsmafiig
tiberwiegen Fibroblasten, die elastische und kollagene Fasern synthetisieren (Haake
und Holbrook, 1999). In Abhangigkeit von der Faseranordnung der Fibroblasten
wird die Dermis in zwei Schichten, das Stratum papillare und das Stratum reticulare,
unterteilt. Zuséatzlich zu Fibroblasten enthélt die Dermis Zellen des Immunsystems,
wie Leukozyten, Plasmazellen, Makrophagen und Mastzellen, die Einfluss auf den
Ablauf entziindlicher Prozesse nehmen konnen. Das Stratum papillare ist die oberste
Schicht der Dermis, die papillenartige, sehr gut vaskularisierte Ausstiilpungen in die
Epidermis bildet. Das gewdhrleistet eine bessere Versorgung epidermaler Zellen
durch die Vergrofierung der Kontaktfliche. In ihr sind viele Zellen und wenige
Fasern enthalten. Im abschlieSenden Stratum reticulare verhdlt es sich

entgegengesetzt, wenige Zellen befinden sich in einer Vielzahl von Fasern.
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Die unterste Schicht der Haut, genannt Subkutis, ist eine mit Fett durchzogene
lockere Bindegewebsschicht. Durch die enthaltenen Bau- und Depotfette dient diese

Schicht der Polsterung und Warmeisolierung.

1.2 Grundlagen der Pigmentierung

Die Farbe von Haut, Haaren und Augen leitet sich von der Produktion und
Verteilung von Biopolymeren, die als Melanin bezeichnet werden, ab. Melanin wird
in speziellen von membranumschlossenen Vesikeln, den sogenannten Melanosomen,
synthetisiert. ~Melanosomen werden ausschliefSlich in Melanozyten und
Pigmentepithelzellen der Netzhaut produziert. Der ausgebildete Phenotyp des
Gewebes ergibt sich aus der Migration, Verteilung, Differenzierung, Proliferation
und Funktion von Melanozyten und deren Vorstufe, den Melanoblasten. In der
menschlichen Haut sind Melanozyten in der Baselzellschicht der Epidermis
lokalisiert. Jeder Melanozyt weist funktionelle Verbindung mit den in der Dermis
lokalisierten Fibroblasten und in der Epidermis befindlichen Keratinozyten auf.
Zwischen den drei Zelltypen existiert eine hochfrequente Interaktion und
Kommunikation {iiber sekretierte Faktoren, Rezeptoren und durch Zell-Zell-
Kontakte, die eine Regulation der Funktion und des Phenotyps der Haut

ermoglichen (Kondo und Hearing, 2011).

1.2.1 Epidermale Melanozyten und Melanin

Die pigmentbildenden Zellen sind einzeln und regelmafsig im Stratum basale
angeordnet. Uber ausgebildete Dendriten stehen sie mit umliegenden Keratinozyten
in Kontakt. Produziertes Melanin wird in Melanosomen angereichert und iiber die
Dendriten an bis zu 40 umliegende Keratinozyten abgegeben (epidermale
Melanineinheit) (Fitzpatrick und Breathnach, 1963). Mittels dieses Mechanismus
wird das Melanin in hoher gelegene Schichten der Epidermis transportiert. Die
Melanosomen werden in Keratinozyten oft kappenartig tiber dem Perinuklearraum
angeordnet, da es sich bei Melanin um einen effizienten Photoadsorber handelt,
wirkt diese Anordnung UV-induzierten Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Schaden

entgegen (Montagna und Carlisle, 1991). In identischen Hautregionen unterscheidet



Einleitung 5

sich die Anzahl der Melanozyten bei verschiedenen Individuen mit unterschiedlicher
Ethnie nicht. Es bestehen jedoch intra-individuelle Unterschiede in der Dichte des
Melanins (Tadokoro et al., 2003). Melanozyten machen anteilig 1 % der gesamten
Epidermiszellen aus und nehmen neben den Keratinozyten 10 % der Basalzellschicht
ein. Es werden drei Arten von Melanin synthetisiert. Das hellere gelb/rétliche
Phdomelanin, das in rothaarigen, sommersprossigen Individuen dominant
vorherrscht, und zwei Arten des dunklen braun/schwarzen Eumelanins, dessen
Vorkommen vorwiegend in dunkler Haut und schwarzen Haaren dokumentiert ist.
Die Farbe der Haut basiert auf einem Gemisch aus allen drei Pigmentarten und den

zu Grunde liegenden Mischungsverhaltnissen (Wakamatsu et al., 2006).

1.2.2 Biosynthese von Melanin

Melanogenese ist die Biosynthese von Melanin in Melanosomen, in denen
biochemische Vorgange und Signalwege L-Tyrosin in Melanin konvertieren.
Mindestens drei melanogenetische Enzyme sind essentiell fiir die Synthese der drei
Arten von Melanin: Die geschwindigkeitsbestimmende Tyrosinase (TYR), die
Tyrosin-Hydrolase und DOPA-Oxidase-Aktivitat aufweist, und zwei Tyrosinase-
assoziierte-Proteine (TYRP, tyrosinase related protein), TYRP1 (auch TRP1 genannt)
und DOPAchromautomerase (DCT oder TYRP2), die zusatzlich die Stabilisierung
der Tyrosinase an der Melanosomenmembran unterstiitzen. Tyrosinase katalysiert
die Hydroxylierung der Aminosdure Tyrosin zu {-3,4-dihydroxyphenylalanin
(DOPA) und die folgende Oxidation zu DOPAchinon. Aus DOPAchinon kann durch
verschiedene Reaktionen und Bedingungen Phdomelanin oder Eumelanin gebildet
werden. Durch Anwesenheit von Cystein wird DOPAchinon in 3- oder 5-
CysteinyIDOPA umgewandelt. Cysteiny]DOPA oxidiert und polymerisiert
abschliefend zu Phdomelanin (Hennessy et al., 2005; Liu et al., 2005). Die Synthese
von Eumelanin ist abhédngig von der Tyrosinase-Aktivitit, wird aber auch durch den
Einfluss von TYRP1 und DCT stimuliert. Zwei Eumelanin-Varianten sind Resultat
der Synthese, das schwarze DHI-Melanin (5,6-Dihydroxyindol) und das braune
DHICA-Melanin (5,6-Dihydroxyindol-2-Carbonsaure). Fiir die Synthese von
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Eumelanin wird zundchst DOPAchinon in das Zwischenprodukt DOPAchrom
umgesetzt. Anschlieffend kann die Melanogenese zwei Wege durchlaufen. Steht DCT
nicht zur Verfiigung, wird DOPAchrom iiber DHI zu Indol-5,6-Chinon und
abschlieflend zum schwarzen DHI-Melanin konvertiert. In Anwesenheit von DCT
wird DOPAchrom zu DHICA synthetisiert, welches mit Hilfe von TYRP1 zu Indol-
5,6-Chinon-Carbonsdaure und schlussendlich zu DHICA-Melanin synthetisiert wird
(Ito und Wakamatsu, 2003).

Im Gegensatz zum FEumelanin verfiigt Phdomelanin {iber keine bekannten
photoprotektiven Eigenschaften gegeniiber UV-Licht. Schwarzes DHI-Melanin zeigt
neben starken photoprotektiven Eigenschaften jedoch eine erhohte Zytotoxizitat. Ein
Mittel aus beiden Extremen stellt das braune DHICA-Melanin mit einer mittleren
Photoprotektion und moderatem zytotoxischen Effekt dar (Urabe et al., 1994).

Die Synthesewege der Melanogenese sind schematisch in Abbildung 1.2 dargestellt.

Melanosome Tyrosine
TYR -bl

DOPAquinone Sysioe

s

5SCD or 2SCD
DQ
some)
CD-quinones  phaomelanin
polymer

TYR

o-Quinoneimine

!

Pheomelanin /

Abbildung 1.2: Synthesewege der Melanogenese in Melanosomen
Bildung von Eumelanin (DHI und DHICA) und Phédomelanin aus L-Tyrosin, mittels Tyrosinase,
TYRP1 und DCT in Melanosomen (modifiziert nach Kondo und Hearing, 2011)

1.2.3 UV-induzierte Pigmentierung

Durch adufiere und innere Einfliisse kann sich die konstitutive Pigmentierung der
Haut andern. Die UV-Strahlung der Sonne stellt einen bedeutenden Faktor fiir die

Induktion von Pigmentierung dar. Das UV-Licht wird in drei Bereiche (UVA: 320-
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400 nm, UVB: 280-320 nm und UVC: 200-280 nm) unterschieden und ist Teil des
elektromagnetischen Spektrums. Der Einfluss von UVC-Strahlung auf die Haut ist
limitiert, da kurzwelliges Licht von der Ozonschicht in der Stratosphéare absorbiert
wird (Clydesdale et al., 2001). Etwa 5 bis 10 % der auf der Erde auftreffenden
Strahlung ist ultravioletten Ursprungs, der grofiere Anteil des Lichtes besteht aus
sichtbarem Licht (40 %) und Infrarotstrahlung (50 %). Gegenwartig wird UVB-
Strahlung zu ca. 90 % durch die Ozonschicht zuriickgehalten (abhangig von der
geographischen Lage und Tageszeit), dadurch besteht die auf die Erdoberflache
eintreffende UV-Strahlung zu 95 % aus UVA-Anteilen. Die Eindringtiefe in die Haut
nimmt mit steigender Wellenldnge zu. So erreichen etwa 19-50 % der UVA- und 9-
14 % der UVB-Strahlung die Melanozyten in der Basalzellschicht. UVA-Strahlung
dringt bis in die Dermis ein (Maverakis et al., 2010). Auf Grund des inversen
Zusammenhangs zwischen dem Energiegehalt der Strahlung und der Wellenlange
weist UVA-Strahlung einen 1000-fach niedrigeren Erythem-(Sonnenbrand)-
produzierenden Effekt auf, als der des UVB-Anteils, der in erster Linie fiir die
Schadigung der Haut verantwortlich ist. Die individuelle Dosis, die zur Ausbildung
einer erythemalen Reaktion fiihrt, wird als MED (minimale erythemale Dosis)
bezeichnet (Clydesdale et al., 2001).

Die UV-induzierte Braunung wird in drei Phasen eingeteilt: Zwei werden der
sofortigen Braunung zugeordnet (immediate pigment darkening, IPD und persistent
pigment darkening, PPD) und das delayed tanning (DT) der verzdgerten Braunung.
Nach Exposition mit Sonnenlicht ist vor allem der UVA-Anteil fiir die Ausbildung
einer IPD und PPD verantwortlich. In der IPD setzt bereits nach wenigen Minuten
die graulich wirkende Braunungsreaktion ein, erreicht ihre starkste Ausbildung nach
1 bis 2 Stunden und klingt innerhalb von 24 Stunden wieder ab. Die PPD scheint die
zweite Phase der Braunungsreaktion zu sein. Sie bildet durch einige Stunden UV-
Exposition eine braunliche Hautfarbe aus und besteht {iber mehrere Tage. Zurzeit
geht man davon aus, dass der auftretenden Braunung (IPD und PPD) keine

Neusynthese von Melanin zugrunde liegt, sondern eine Umverteilung und
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Photooxidation von bereits vorhandenen Melanin und dessen Vorstufen (Yamaguchi
et al., 2007). Im Gegensatz zur verzogerten Braunung bietet die Sofortbraunung
keinen photoprotektiven Effekt gegen UV-induzierte Schaden. Innerhalb von 48 bis
72 Stunden nach repetitiver UV-Bestrahlung tritt die verzogerte, vor allem durch
UVB-Strahlung vermittelte, Braunung auf. Nach etwa drei Wochen wird die
maximale Pigmentierung erreicht. Zur Einstellung der konstitutiven Pigmentierung
der Haut kommt es erst nach acht bis zehn Monaten (Nordlund et al., 2006). Im DT
kommt es zu einer Erhohung der Melanozytenzahl, die vergrofiert sind, mehr
Dendriten ausbilden und vermehrt Tyrosinase synthetisieren. Zusatzlich werden
mehr Melanosomen gebildet, die in erhchter Anzahl an die Keratinozyten abgegeben
werden. Gegen den UV-Reiz bilden Keratinozyten, durch gesteigerte Proliferation,
ein verdicktes Stratum corneum, eine sogenannte Lichtschwiele aus, welche einen Teil
der eingehenden UV-Strahlung streut, reflektiert und absorbiert (Kochevar, 1995).

Um DNA-Schdaden zu vermeiden, konzentriert sich das gebildete Melanin iiber den
Zellkernen der Keratinozyten. Durch Uberdosierung von UV-Strahlung kommt es
zur Ausbildung einer inflammatorischen Reaktion, dem Sonnenbrand. Vor allem der
UVB-Anteil des Sonnenspektrums ist dafiir verantwortlich. Beschadigte und
potentiell kanzerogene Keratinozyten werden wahrend ihrer Differenzierung
abgeschilfert. Fin weiterer Schutzmechanismus kann durch UV-induzierte DNA-
Schaden eingeleitet werden. Dabei werden die sogenannten Sonnenbrandzellen

mittels Apoptose aus dem Zellverbund entfernt.

1.3 Postinflammatorische Hyperpigmentierung

Zu den bekanntesten, erworbenen Hyperpigmentierungen zdhlen Melasma, der
Altersfleck und die postinflammatorische Hyperpigmentierung (PIH). Bereits
geringe Anderungen im physiologischen Status des menschlichen Organismus oder
der Einfluss von gefahrdenden, externen Faktoren konnen die Pigmentierung
zeitweilig (z.B. durch die Schwangerschaft) oder anhaltend (z.B. durch chronische

UV-Exposition) beeinflussen.
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Eine PIH kann durch Hautschddigungen, denen eine inflammatorische Reaktion
folgt, hervorgerufen werden. Davon konnen Epidermis und/oder Dermis betroffen
sein. Nach Abnahme von inflammatorischen Ausbriichen der Haut, z.B. Akne,
Kontakt-Dermatitis, oder Atopischer Dermatitis kann sich eine Hyperpigmentierung
ausbilden. Weitere Ursachen fiir PIH sind entziindliche Reaktionen, die durch
allergische Reaktionen, gespritzte Medikamente, phototoxische Reaktionen,
Traumata, wie Verbrennung und mechanische Einwirkung und Infektion
hervorgerufen werden (Epstein, 1989). Beschadigungen der Basallamina und der
Basalzellschicht induziert eine stark ausgeprégte PIH (Ruiz-Maldonado und Orozco-
Covarrubias, 1997). Eine Sonderform der PIH ist Pseudofolliculitis barbae die vor allem
bei afrikanisch-stimmigen Individuen, auf Grund der krauseligen Haarstruktur,
durch das Einwachsen von Haaren im Achsel- und Gesichtsbereich, auftritt. Bei der
PIH handelt es sich um eine Dispigmentierung, die geschlechts- und
altersunabhangig ist, jedoch vermehrt bei stirker pigmentierten Individuen mit
einem Fitzpatrick’s Phototyp von IV bis VI auftritt (Halder und Nootheti, 2003). Auf
zellularer Ebene ist die PIH durch eine normale Menge an Melanozyten mit erhohter
Melaninsynthese charakterisiert. Derivate der Arachidonsdure gelten als
wahrscheinliche Ausloser der PIH. Leukotriene und Prostaglandine werden, auf
Grund ihrer stimulierenden Wirkung auf Melanozyten in wvitro, in diesem
Zusammenhang beschrieben. IThnen wird eine Funktion in der Regulation von
Entziindungszustdanden zugesprochen. Multiple Signalwege, die Zellwachstum,
Differenzierung und Apoptose beeinflussen, werden von Prostaglandine aktiviert.
Untersuchungen zeigen eine Vergrofierung und vermehrte Dendritisierung von
Melanozyten, gekoppelt mit einer Zunahme der Tyrosinasemenge bei Behandlung

von Melanozyten mit Leukotrienen und Prostaglandinen (Tomita et al., 1992).

1.4 Immunologie der Haut

Als schiitzende Grenzschicht zwischen dem Korperinneren und der Umwelt ist die
Haut Toxinen, pathogenen Erregern und physikalischen Stress ausgesetzt. Um

diesen Einfliissen entgegenzuwirken, agiert die Haut nicht nur als physikalische
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Barriere, sondern auch als aktives Immunorgan. Fiir die Immunantwort der Haut
bedarf es einer Vielzahl immun-kompetenter Zellen und I6slicher biologischer
Mediatoren, wie Zytokinen. Die mit Blut- und Lymphgefafien durchzogene Dermis
enthdlt die meisten Lymphozyten der Haut, andere eingewanderte Leukozyten,
Mastzellen und Gewebemakrophagen. Obwohl die Epidermis keinen direkten
Kontakt zum Blut-und Lymphsystem hat, ist sie mit immun-kompetenten Zellen
ausgestattet: die Langerhans-Zellen, makrophagen-ahnliche Antigen prasentierende
Zellen der Epidermis; Keratinozyten, Epithelzellen mit Immuneigenschaften;
dendritische epidermale T-Lymphozyten, residente Zellen, die als primitives T-Zell
Immunsystem agieren; epidermotropische Lymphozyten, migrieren von den
Gefiflen in die Dermis; und Melanozyten, epidermale Pigmentzellen mit
Immuneigenschaften. Im den nachfolgenden Abschnitten werden die einzelnen
immunologischen Komponenten der Haut beschrieben. Die Kommunikation
zwischen den immunologischen Komponenten von Dermis und Epidermis

ermoglichen die Regulationen der Inmunantwort in der Haut (Salmon et al., 1994).

T- und B-Zellen

T- und B-Lymphozyten besitzen die Eigenschaft, die durch Antigenrezeptoren
entschliisselte DNA, umzuformen und somit jedes Antigen zu identifizieren.
Zusatzlich dienen T-und B-Lymphozyten als Repositorien fiir das Immungedachtnis.
Lymphozyten, die bei einer Immunantwort generiert werden, konnen iiber Dekaden
bestehen und ermoglichen damit eine schnelle, spezifische Reaktion bei erneuter
Gegeniiberstellung mit dem Antigen. Folglich ermoglichen T-und B-Zellen eine

tlexible und nachhaltige Immunitat (Clark, 2010).

Monozyten

Von myelomonozytisches Stammzellen des Knochenmarks abgeleitete, zirkulierende
Monozyten nehmen zwei Funktionen im Immunsystem ein. Zum einen stocken
Monozyten residente Makrophagen und dendritische Zellen im peripheren Gewebe
unter Normalbedingungen (wird auch als Steady State bezeichnet) auf. Zum anderen

ist ihre zweite Funktion ist das Patrouillieren in gesundem Gewebe entlang des
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Endothels. Als Reaktion auf Entziindungssignale wandern Monozyten zum Ort der
Infektion im betreffenden Gewebe, leiten die Phagozytose von fremden Substanzen
ein und initiieren eine frithe Immunantwort durch Rekrutierung von Neutrophilen

(Granulozyten) und anderen polymorphkernigen Leukozyten (Zhou et al., 2012).

Dendritische Zellen

Dendritische Zellen bilden eine Gruppe von antigen-prasentierenden Leukozyten,
die wichtig fiir die angeborene und adaptive Immunitét ist. Im Korper befinden sich
verschiedene Populationen von dendritischen Zellen, die alle auf Grund ihrer
Fahigkeit zur Antigenprasentation und T-Zell-Aktivierung als dendritische Zellen
definiert sind. In nicht entziindeter Haut befinden sich drei Hauptgruppen
dendritischer Zellen: epidermale Langerhans-Zellen, dermale myeloide dendritische
Zellen und dermale plasmazytoide dendritische Zellen. Bei einer
Entziindungsreaktion in der Dermis kommt es vorwiegend zum Anstieg der

Population myeloider dendritischer Zellen (Zaba et al., 2009).

Makrophagen

Makrophagen sind reife myeloide Zellen, die vor allem durch Differenzierung von
zirkulierenden = Monozyten nach  Gewebeinfiltration  entstehen. = Durch
unterschiedliche Zytokine wird die Reifung verschiedener Phenotypen mit
unterschiedlichen  physiologischen  Eigenschaften induziert (Rodero und
Khosrotehrani, 2010). Abhdangig vom eingehenden Stimulus konnen Makrophagen
zwischen den funktionellen Subtypen wechseln (Stout und Suttles, 2004). In der
durch Trauma induzierten Inflammation und in der Heilung des Trauma nehmen
Makrophagen viele Funktionen ein. Zu ihren Funktionen gehoren die Forderung und
Auflosung von Entziindungen, der Abbau apoptotischer Zellen und die
Unterstiitzung von Zellproliferation und Gewebeerneuerung (Koh und DiPietro,

2013).

Mastzellen
Mastzellen sind als Effektorzellen von allergischen Sofort-Typ-Reaktionen bekannt.

Innerhalb der letzten Dekade wurden experimentelle Hinweise erhalten, die
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Mastzellen eine Rolle hinsichtlich der angeborenen und erworbenen Immunitat
zuschreiben. Nach ihrer Aktivierung unterliegen Mastzellen anaphylaktischen oder
teilweisen Degranulierungen oder Degranulierungs-unabhéngigen
Mediatorsekretionen, welche in rapiden oder langsamen Freisetzung von loslichen
Mediatoren, wie Serinproteasen, Histamin, Zytokinen, Chemokinen oder
Wachstumsfaktoren, resultieren. Mastzellen besitzen die Fahigkeit verschiedene
Rezeptoren und Liganden auf ihrer Zelloberflache zu exprimieren. Diese Molekiile
konnen die Aktivierung von Immunzellen induzieren, wie beispielsweise
Untergruppen von T-Zellen. Genannte Mediatoren und Oberflachenmolekiile
konnen Entziindungen in der Haut fordern. Mastzellen sind auch an der Induktion
von Immunsuppression beteiligt und interagieren mit regulierenden T-Zellen
(Harvima und Nilsson, 2011). Typischer Weise sind Mastzellen in Geweben
lokalisiert, die mit externen Antigenen, Allergenen, Toxinen und Mikroben in
Beriihrung kommen konnen, wie zum Beispiel die obere dermale Haut (Stratum
papillare). Sie dienen dem Schutz der Haut bei starken bakteriellen und parasitiren
Infektionen, sowie heftigen Reaktionen nach Insektenstichen und Schlangenbissen
(Metz et al., 2008). Zusatzlich regulieren Mastzellen die kutane Wundheilung nach
Trauma. Im menschlichen Gewebe werden Mastzellen in drei Subtypen klassifiziert:
Mastzellen die Tryptase, Chymase, Carboxypeptidase und Kathepsin G &hnliche
Proteinasen beinhalten, sogenannte MCrc-Zellen; Mastzellen die lediglich Tryptase
aufweisen, MCr-Zellen; und Zellen die Chymase und Carboxypeptidase, aber keine
Tryptase enthalten, MTc-Zellen. Alle drei Subtypen enthalten Histamin. Die meisten
Mastzellen in der menschlichen Haut sind dem Subtyp MCrc zugeordnet, wahrend
in der Lunge und den Schleimhauten die MCr-Zellen dominieren. Daraus lasst sich
eine spezifische Funktion der Chymase, Carboxypeptidase und der Kathepsin G
dhnlichen Proteinase fiir die Haut, nach der Freisetzung durch die Mastzellen,

ableiten (Weidner und Austen, 1993).
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Granulozyten

Granulozyten zdhlen zu den wichtigsten Zellen des angeborenen Immunsystems.
Neutrophile und eosinophile Granulozyten bilden die erste Abwehr bei der
Bekampfung von bakteriellen und parasitiren Befall. Durch die Freisetzung von
Zytotoxinen und Entziindungsmediatoren sind Granulozyten an der Eliminierung
von Pathogenen, der Rekrutierung anderer Immunzellen und der Auflésung der
Entziindungsreaktion beteiligt (Hogan und Basten, 1988). Die Aktivitit von
Granulozyten ist durch die geringe Lebenszeit limitiert. Unter normalen
Bedingungen existieren Neutrophile, die 95 % der Granulozyten ausmachen, nur

wenige Stunden (Jiang und Schwarz, 2010).
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2 Fragestellung der Arbeit

Die postinflammatorische Hyperpigmentierung (PIH) ist eine reaktive
Hypermelanose und eine Folgeerscheinung von einer Vielzahl an entziindlichen
Hautzustanden. Medizinisch stellt die PIH keine Gefahrdung dar, kann aber
negative Auswirkungen auf die Lebensqualitdt von betroffenen Patienten haben. Die
Fehlpigmentierung ist fiir die Betroffenen ein kosmetisches Problem, vor allem wenn
sich die Pigmentstorung im Gesicht oder anderen exponierten Hautpartien befindet.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen helfen, grundlegende Mechanismen der PIH
aufzuklaren, um mogliche Ansatzpunkte zur Modulation abzuleiten.

Beiersdorf interne Untersuchungen zeigen die Bildung eines dermalen entziindlichen
Infiltrats in postinflammatorischer, hyperpigmentierter Haut. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit bestand in der Quantifizierung und Charakterisierung dieses
dermalen entziindlichen Infiltrats und dem Vergleich mit UV-induzierter
Pigmentierung. Dazu gehorte die Untersuchung der Braunungsreaktion, der
Melanozytenaktivitat, der Morphologie und des Immunzellstatus in UV-induzierter
Pigmentierung. Die ndhere Charakterisierung des Immunzellstatus in der PIH sollte
auf bereits im Labor , Ethnic Skin/Suncare” ermittelte Erkenntnisse aufbauen.

Ein weiterer Fokus lag auf der Untersuchung der Wirkung von konditionierten
HMC1-Medium auf die Melanogenese von Melanozyten in vitro, da melanogene

Einflussfaktoren durch Mastzellen und deren Mediatoren vermutet werden.
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3 Material

3.1 Laborgerite
Tabelle 3.1: Laborgeriteliste

Bezeichnung Typ/ Ausfiithrung Hersteller/ Bezugsquelle
Absaugpumpe Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences,
Chur (Schweiz)
Analysenwaage CP225D Sartorius, Gottingen
Autoklav Technoclav IBS Integra Biosciences,
Chur (Schweiz)
Varioklav 135 SH+P, OberschleifsSheim
Autostainer Plus Dako, Hamburg
Digitalkamera PowerShot G10 Canon, Deutschland
Eindeckautomat CV5030 Leica, Nussloch
Inkubator HERACcell 150 Heraeus, Hanau
Kiihlgerat -196°C Cryostorage System K10 Taylor-Wharton, Theodor,

-80°C ultra low temperature
freezer

Kiithlkombination -20°C, +4°C

Laborwaage 3713MP
Magnetriihrer MR 2002
MR 3001

Mehrkanalpipette 8 Kanal, 30-300ul
Mikropipette 0,1-2,5ul
0,5-10ul
100-1000p1
10-100ul
20-200pul
2-20ul
Mikroplattenlesegerat Safire?
Mikroskop Axiovert 25

AL (USA)

New Brunswick Scientific,
NJ (USA)

Handelstibliche Gerate
Sartorius, Gottingen
Heidolph, Kehlheim
Heidolph, Kehlheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Tecan, Crailsheim

Zeiss, Gottingen
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Bezeichnung Typ/ Ausfiithrung Hersteller/ Bezugsquelle
Axiovert 5100 Zeiss, Gottingen
Keyence BZ8000 Keyence, Neu-Isenburg
Mirax Scanner Zeiss, Gottingen
Mikroskopadapter SOLIGOR Adapter Tube for Zeiss, Gottingen
Canon G10 Tele 52mm
Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences,
Fernwald
Reinstwasseranlage Milli-Q academic Millipore, Eschhorn
Schiittler MS2 Minishaker IKA, Wilmington (USA)
REAX 2000 Heidolph, Kehlheim
Thermomixer Eppendorf, Hamburg
WT17 Biometra, Gottingen
Sterilwerkbank HERAsafe Heraeus, Hanau
HERAsafe KS12 Heraeus, Hanau
Warmeschrank Stuart Incubator SI19 Jensons Scientific,
Bridgeville, PA (USA)
Zellzahlgerat Nucleocounter ChemoMetec, Allerod
(Danemark)
Zentrifuge miniSpin Eppendorf, Hamburg
Biofuge pico Heraeus, Hanau
Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg

Megafuge 1.0 R

Heraeus, Hanau

3.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 3.2: Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller/ Bezugsquelle

6-Loch-Platten
96-Loch-Platten

Gewebekulturflaschen 75, 175 cm?

KryoVials™ 2 ml

Greiner, Nurtingen

Greiner, Nirtingen

Nunc, Roskilde (Danemark)

Nunc, Wiesbaden
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Bezeichnung

Hersteller/ Bezugsquelle

Mikroreaktionsgefafie 1,5 ml
Mikroreaktionsgefafie 2 ml
NucleoCassette

Objekttrager SuperFrost Ultra Plus
Pasteurpipetten

Pipettenspitzen
Suspensionskulturflaschen 645 ml

Zentrifugenrohrchen 50 ml

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

ChemoMetec, Allerod (Danemark)

Menzel-Glaser, Braunschweig

VWR, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Nunc, Roskilde (Danemark)
BD, Heidelberg

3.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3.3: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Ammoniumhydroxidlosung 28%
Antibiotic Supplement
Antikorper-Verdiinnungspuffer
BSA-Block

Common AB Diluent

Dulbeccos PBS w/o (1x)

EosinY Solution Aqueous 5%
Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS)

Glutamax I (100x)
Goldchloridlosung

IHC Waschpuffer fiir Automaten 10x
Iscove’s Modified Dilbecco’s Medium
Levamisole Solution

Link-Diluent

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
CellSystems, St. Katharinen
DCS, Hamburg

Candor, Wangen

Biogenex (USA)

PAA, Linz (Osterreich)
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

PAA, Linz (Osterreich)
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
DCS, Hamburg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Dako, Glostrup (Danemark)
Biogenex, USA
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Bezeichnung Hersteller
Low Cross Buffer Candor, Wangen

Lysepuffer

Mayer’s Hamatoxylin Solution
Melanocyte Basal Medium
Melanocyte Growth Supplement
Methanol

Monothioglycerol

Mounting Medium CV Ultra
Natriumthiosulfatlosung
Penicillin/Streptomycin
Silbernitrat
Stabilisierungspuffer

Xylol

Ziegennullserum

ChemoMetec, Allerod (Danemark)
Sigma-Aldrich, Miinchen
CellSystems, St. Katharinen
CellSystems, St. Katharinen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen

Leica, Nussloch

Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
ChemoMetec, Allerod (Danemark)
Merck, Darmstadt

Jackson, West Grove (USA)

3.4 Medien und Lésungen

Immunhistochemie
IHC Waschpuffer

Tabelle 3.4: IHC Waschpuffer Ansatz fiir 1 Liter

Komponente

Volumen [ml]

IHC Waschpuffer fiir Automaten 10x
mit ddH20 auf 1000 ml auffiillen

100

Fontana Masson Farbung
Silbernitratlésung 10%

Tabelle 3.5: Silbernitratlosung 10%

Komponente

Einwaage [g]

Silbernitrat

Auf 100 ml mit ddH20 auffiillen

10
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Fontana Silbernitrat-Stocklésung

Tabelle 3.6: Fontana Silbernitrat-Stocklésung

Komponente

Volumen [ml]

Silbernitratlosung 10%

Ammoniumhydroxidlosung 28%

100

Zugabe tropfenweise bis Losung fast
klar wird

Fontana Silbernitratlosung

Tabelle 3.7: Fontana Silbernitratlésung

Komponente

Volumen [ml]

Fontana Silbernitrat-Stocklosung 100
ddH:0 300
Eosinlésung 1%

Tabelle 3.8: Eosinlésung 1%

Komponente Volumen [ml]

Eosin 5% 80
ddH:0 320
Zellkultur

Stopp-Losung

Tabelle 3.9: Stopp-Losung

Komponente Zusammensetzung
PBS 500 ml
FCS 10 %
Penicillin/Streptomycin 1%
Melanocyte Growth Medium (MGM)

Tabelle 3.10: Melanozyten Kulturmedium

Komponente Volumen [ml]
Melanocyte Basal Medium (MBM) 500
Melanocyte Growth Supplement 5
Antibiotic Supplement 1
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Mastzellmedium (IMDM+)

Tabelle 3.11: Mastzellmedium (IMDM+)

Komponente Zusammensetzung
Iscove’s Modified Dilbecco’s Medium (IMDM) 500 ml
FCS 10 %
L-Glutamin (Glutamax) 2 %
Penicillin/Streptomycin 1%
Monothioglycerol 10 uM
3.5 Kits

Tabelle 3.12: Verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller

Cytotoxicity Detection Kit

e Catalyst

¢ Dyesolution Roche, Mannheim
Histamine ELISA GenWay, San Diego (USA)
PermaRot-2-Komponenten-Kit DCS, Hamburg

Super Sensitive Link-Label IHC Detection System
e  MultiLink®
e Conc. Label Biogenex (USA)

3.6 Antikorper
Tabelle 3.13: Primdrantikorper

Primarantikorper (Herstellerbezeichnung) Hersteller

Anti-CD45 antibody:
Polyclonal Kaninchen (1:100) abcam, Cambridge (UK)

Anti-Human CD14:
monoclonal Maus, Klon TUK4 (1:20) Dako, Glostrup (Danemark)

Anti-Human CD45, Leucocyte Common Antigen:
monoklonal Maus,Klon 2B11 + PD7/26 (1:500) Dako, Glostrup (Danemark)

Anti-Mast Cell Tryptase antibody:
monoclonal Maus, Klon AA1 (1:1.200) abcam, Cambridge (UK)
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Primarantikorper (Herstellerbezeichnung) Hersteller
CD66b Antibody:
monoklonal Maus, Klon G10F5 (1:100) NOVUS, Cambridge (UK)
DAPL
(1:10.000) Roche, Mannheim
TRP1 Antibody:

monoclonal Maus, Klon 3F388 (1:100)

Santa Cruz, Dallas (USA)

Tabelle 3.14: Sekundirantikérper

Sekundarantikoérper

Hersteller

Alexa Fluor 546:

Ziege anti-Maus IgG (1:1.000)

Invitrogen, Karlsruhe

Cyb5:
Ziege anti-Kaninchen (1:1.000) Abcam, Cambridge (UK)
3.7 Software
Tabelle 3.15: Verwendete Software
Bezeichnung Verwendung Hersteller
Excel Berechnungen; Microsoft Corporation,
Graphische Darstellung Redmond (USA)
IHC AUTOSTAN Steuerung des Farbeautomaten
(Autostainer Plus, DAKO) Dako, Hamburg
Image] Melaninquantifizierung Wayne Rasband (NIH),
Bethesda (USA)
KEYENCE BZ Il Viewer  Bearbeitung der IF Bilder Keyence,
Neu-Isenburg
Mirax Scan Bedienung des Mirax Scanner = 3DHistech, Budapest
(Ungarn)
NuclearQuant 1.15 Quantifizierung von 3DHistech, Budapest
Hautdiinnschnitten (Ungarn)
Origin Pro 8 Statistische Auswertung;
Graphische Darstellung OriginLab Corporation
Pannoramic Viewer 1.15  Visualisierung und
Bearbeitung der Mirax Scan 3DHistech, Budapest

Daten

(Ungarn)
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Bezeichnung Verwendung Hersteller
Statistika Statistische Auswertung StatSoft (Europe)
GmbH
XFluor4Safirell Bedienung des

Spektralphotometers Safire?

Tecan, Crailsheim
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4 Methoden

4.1 Studiendesign des Probenmaterials

Die verwendeten Probenmaterialien fiir die histologischen Untersuchungen
entstammen zwei Studien, welche durch die Beiersdorf AG durchgefiihrt wurden.
Das Design der Studien wird in den folgenden Abschnitten beschrieben. Bei dem
Probenmaterial handelte es sich um Stanzbiopsien die nach der Entnahme in
Einbettschilchen mit Einbettmedium (Tissue Tek®) aufgenommen wurden.
AnschliefSend erfolgte die Ausrichtung der Biopsie und Kiihlung auf Trockeneis.
Abschlieflend wurden die Proben in die Stickstoffgasphase iiberfithrt und bei -196 °C

gelagert.

4.1.1 PIH-Studie: Untersuchung der Saugblasen-induzierten
postinflammatorischen Hyperpigmentierung (PIH)

Zur Gewinnung eines hyperpigmentierten Hautareals, das Gegenstand der
nachfolgenden Untersuchungen war, wurde eine Saugblasenmethode verwendet.
Dafiir wurden 4-Loch- und 3-Loch-Saugblasentopfe, mit einem Lochdurchmesser
von 7 mm, auf die zuvor markierten Hautareale am unteren Riicken des Probanden
befestigt. Durch Anlegen eines geringen Unterdrucks l6ste sich die Epidermis
innerhalb von 2 bis 3h und bildete eine sogenannte Saugblase (SB) aus, die
anschliefend  abprdpariert = wurde, um  den  Regenerations-  und
Pigmentierungsprozess zu induzieren. Als Kontrollareal (K) diente eine Hautpartie
derselben Hautregion, welche keiner Behandlung unterzogen wurde. In Abbildung
4.1 ist die Arealanordnung fiir die PIH-Studie schematisch dargestellt.

Nach 2, 4 und 16 Wochen wurden bei 16 Probanden Farbmessungen durchgefiihrt
und Stanzbiopsien entnommen. Bei 8 Probanden erfolgte noch eine zusatzliche
Entnahme einer Stanzbiopsie nach 8 Wochen (siehe Abbildung 4.2). Der

Probenumfang fiir die vorliegende Arbeit umfasst insgesamt 16 Probanden.
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(

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Arealanordnung in der PIH Studie

Fir die PIH-Studie wurden Stanzbiopsien aus dem unteren Riicken des Probanden (n=16)
entnommen. Das Kontrollareal (K) wurde zu keinem Zeitpunkt der Studie behandelt und dient
deshalb als Referenz fiir das Saugblasenareal (SB). Um einen systematischen Fehler zu minimieren
wurden die Areale permutiert.

2 4 8 16 ;
| n N L 1 . Wochen
A v v v v
SB-Fntnahme Stanzbiopsie Stanzbiopsie Stanzbiopsie Stanzbiopsie

Abbildung 4.2: Studiendesign der Saugblasen-induzierten PIH

Zum Zeitpunkt 0 Wochen wurden SB (n=16) entnommen und somit die Genese hyperpigmentierter
Areale induziert. Die Farbmessungen und die Entnahme je einer Stanzbiopsie pro Areal erfolgten 2, 4,
8 (n=8) und 16 Wochen nach der SB-Entnahme.

4.1.2 UV-Studie: Untersuchung der UV-induzierten Pigmentierung

Bei der UV-Studie handelte es sich um eine Bestrahlungsstudie. Diese hatte die
Aufklarung der zellphysiologischen Mechanismen zum Gegenstand, die fiir die
Pigmentierung der Haut essentiell sind. Um eine vergleichbare Pigmentierung zu
erlangen, wurde iiber einen Zeitraum von 2 Wochen jedes Versuchsareal 10-mal
repetitiv. mit sonnensimulierten Licht (SSR), UVA oder UVB bestrahlt. Fiir die
Induktion einer anndhernd identischen Pigmentierung in den bestrahlten Arealen
wurde die Bestrahlung mit dem 2,3-fachen Anteil des in SSR enthaltenen UVA und
dem 1,2-fachen UVB-Anteil durchgefiihrt. Als Kontrolle diente ein unbestrahltes
Hautareal der gleichen Korperregion (siehe Abbildung 4.3). Um die Schutzleistung
der Hautpigmentierung priifen zu konnen wurden zehn Tage nach der letzten

repetitiven Bestrahlung alle bereits bestrahlten Areale sowie ein zusatzliches
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unbestrahltes Hautareal mit 1,5 MED SSR bestrahlt (sieche Abbildung 4.4). Das zuvor

unbestrahlte Hautareal diente als Referenz fiir die repetitiv bestrahlten Areale.

K Ref SSR VA UVB

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Arealanordnung in der UV-Studie

In der UV-Studie wurden Stanzbiopsien aus dem unteren Riicken der Probanden (n=8) entnommen.
Folgende Areale (vgl. Schema, von links beginnend) wurden gekennzeichnet: Das Kontrollareal (K)
wurde zu keinem Zeitpunkt der Studie bestrahlt und bildet den Ausgangs- bzw. Normalzustand der
Haut ab. Das Referenzareal (Ref) wurde nur zum Zeitpunkt t2 (10 Tage nach repetitiver Bestrahlung)
einer UV-Dosis von 1,5 MED SSR ausgesetzt und dient als Referenz fiir die vorbehandelten Areale
SSR, UVA und UVB, die ebenfalls zum Zeitpunkt t2 einem Reiz von 1,5 MED SSR ausgesetzt wurden.
Um einen systematischen Fehler auszuschlieffen konnen, wurden die Areale permutiert.

Fir histologische Untersuchungen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten

Stanzbiopsien von Probanden (n=8) entnommen. Diese Zeitpunkte wurden wie folgt

definiert:
e 7 Tage nach letzter repetitiver Bestrahlung 7d post rep. Irr (t1)
e Direkt nach der Bestrahlung mit 1,5 MED SSR post 1,5 MED (t2)
SSR SSR
UVA UVA
UVE UVB 1,5 MED SSR
AARRL U R L A PR
[ 1 ] 1 \ T
| 7 Tage
10 Tage repetitive Bestrahlung 4t 42

Stanzbiopsie  Stanzbiopsie

Abbildung 4.4: Studiendesign der UV-induzierten Pigmentierung

Fir die Untersuchung UV-induzierter Pigmentierung wurden 7 Tage nach 10-maliger repetitiver
Bestrahlung mit SSR, UVA oder UVB Stanzbiopsien entnommen. Nach weiteren 3 Tagen wurden alle
repetitiv bestrahlten Areale sowie ein Referenzareal mit 1,5 MED SSR bestrahlt. Die Exzission der
Stanzen erfolgte ca. 1 h nach Bestrahlung.
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4.2 Histologie und Immunhistochemie

Fir die immunhistochemischen und histologischen Untersuchungen wurden
Gefrierdiinnschnitte der entnommenen Stanzbiopsien aus den oben beschriebenen
Studien (4.1.1 und 4.1.2) verwendet. Die Gefrierdiinnschnitte, von 5 um Dicke,
wurden am Uniklinikum Eppendorf (Klinik fiir Dermatologie und Venerologie, Zell-
und Molekularbiologisches Labor) angefertigt und jeweils drei Kryoschnitte auf
Superfrost Ultra Plus Objekttragern (OT) aufgebracht. Die Anordnung der
sogenannten Stufenschnitte erfolgte mit dem Ziel, dass sich keine direkt
aufeinanderfolgenden Schnitte auf einem Objekttrager befinden, um eine moglichst

grofe Biopsietiefe abbilden zu konnen.

4.2.1 Fixierung von histologischen Gefrierschnitten

Vor der Fixierung, der bei -20 °C gelagerten Gefrierdiinnschnitte, wurden diese bei
Raumtemperatur (RT) fiir wenige Minuten ausgelegt damit Fliissigkeitsriickstande
abdampfen konnen. Proben fiir Immunhistochemie (IHC) und Immunfluoreszenz
wurden in Aceton fiir 10 min bei -20 °C fixiert. Fiir die Fixierung von Proben der
Fontana Masson Farbung wurde ein Gemisch aus Methanol/Aceton (1:1) verwendet.

Dadurch wurden Proteine denaturiert und die Zellen permeabilisiert.

4.2.2 Automatisierte immunhistochemische Firbung

Kryokonservierte Biopsieschnitte wurden am Autostainer Plus der Firma Dako mit
dem entsprechenden Antikorper gefarbt. Die Verwendung des automatisierten
Systems fiir die Bearbeitung von Objekttragern war bei einem Probenumfang wie er
in dieser Arbeit vorlag, enorm zeitsparend. Es ermoglichte zuséatzlich eine hohere
Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit, zu manuellen Farbemethoden.

Die zu Grunde liegende Farbemethode ist die alkalische Phosphatase anti-alkalische
Phosphatase (APAAP). Sie ermoglicht einen indirekten Nachweis der Bindung eines
Primdrantikorpers, der gegen das nachzuweisende Antigen gerichtet ist. Ein
Briickenantikorper, der sogenannte Linker, bindet am Primdrantikorper und stellt
gleichzeitig die Bindungsstelle fiir den monoklonalen Maus-anti-alkalische-

Phosphatase Antikorper (Sekundarantikorper) dar. Am Sekundarantikorper bindet
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alkalische Phosphatase, welche durch die Zugabe des Chromogens PermaRot einen
roten Niederschlag erzeugt.

Mit Hilfe der Software IHC AutoStan konnte ein Farbeprotokoll individuell
programmiert und verandert werden. Nach Erstellung des Programms wurden die
Objekttrager mit Barcode versehenen Etiketten beklebt, die dem Farbeautomat eine
eindeutige Zuordnung der Objekttrager ermoglichten. Samtliche Reagenzien- und
Puffervolumina wurden vom Programm automatisch berechnet und mussten dem
Gerét vor dem Start des Programmlaufes bereitgestellt werden. Die Farbung erfolgte
bei RT. Auf Grund der geringen Haltbarkeit des Chromogens bei RT erfolgte der
Chromogenansatz kurz vor der Verwendung. Im Detail konnen alle Farbeschritte der

Tabelle 4.1. entnommen werden.

Tabelle 4.1: Inmunhistochemisches Farbeprotokoll am Dako Autostainer Plus

Schritt Reagenz ;;l;:;)ationsdauer
Blockierung DCS Antikorperverdiinnungspuffer 20
Vorbehandlung DCS Antikorperverdiinnungspuffer 20
Primarantikorper Siehe Tabelle 3.13 (in DCS AKYV) 30
Sekundarreagenz Link-Diluent mit MultiLink® 20
Tertiarreagenz Common AB Diluent mit Conc. Label 20
Chromogen PermaRot-2-Komponenten-Kit 20
Ubersichtsfarbung Mayer’s Hamatoxylin Solution 3

Nach jeder Inkubation folgte ein Waschschritt mit IHC Waschpuffer

Nach dem Programmlauf wurden die Objekttrager mit vollentsalztem Wasser (VE)
gewaschen und zum Trocknen ausgelegt. Mit dem CV5030 Eindeckautomaten von
Leica wurden die Objekttrager eingedeckt und standen nach ca. 6 h Aushartung der
weiteren Auswertung zur Verfiigung. Die Digitalisierung der gefarbten Objekttrager
erfolgte mit Hilfe des Mirax Scanner von Zeiss. Dabei wurden hochaufgeloste
Mosaikbilder generiert, die mit dem Pannoramic Viewer 1.15 betrachtet und

weiterverarbeitet werden konnten.
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4.2.3 Quantifizierung immunhistochemischer Hautdiinnschnitte

Mit Hilfe der Quantifizierungssoftware NuclearQuant 1.15 wurden die digitalisierten
Gefrierdiinnschnitte ausgewertet. Die Software ermoglichte in IHC gefarbten
Hautdiinnschnitten markierte und nicht markierte Zellen zu detektieren. Fiir eine
individuelle Anwendung standen verschiedene Einstellungsmoglichkeiten zur
Verfiigung.

Zuerst wurde eine ,Region of Interest” (ROI) des =zu quantifizierenden
Gefrierdiinnschnittes generiert. Die Erkennung der positiven (markierten) und
negativen (nicht markierten) Zellen erfolgte iiber eine Farberkennung. Dafiir wurde
im gefarbten Kryoschnitt ein Farbton definiert, der reprasentativ fiir die
durchgefiihrte Farbung war. Anhand der Einstellung von Grenzwerten fiir den
Zellradius, die Zellflache, die Zirkularitat, die Weichheit, den Kontrast und die
Intensitat konnen die zu zdhlenden Objekte naher definiert werden. Die Ergebnisse
der identifizierten positiven und negativen Objekte wurden in Kombination mit den
entsprechenden Flachenangaben in Exceltabellen ausgelesen und standen fiir weitere
Auswertungen zur Verfligung. Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurde mittels einer
Ubersicht des ausgewerteten Hautdiinnschnittes visuell {iberpriift, ob die Zellen und
ihre Identifizierung als positives oder negatives Objekt vom Programm richtig
erkannt wurden. In der Abbildung 4.5 ist ein Ausschnitt eines solchen quantifizierten

Hautd{innschnittes aufgefiihrt.
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Abbildung 4.5: Ausschnitt eines mit NuclearQuant quantifizierten Hautdiinnschnittes
Histologische Hautdiinnschnitte, die mit immunhistochemischen Farbemethoden gefarbt wurden,
konnten nach der Digitalisierung mittels der Software NuclearQuant analysiert werden. In Gelb
dargestellt ist die ROI, welche per Hand mittels Polygonfunktion definiert wurde. Negative (blauer
Kreis) und positive Objekte (roter Kreis) wurden vom Programm ausgezahlt und standen zusammen
mit der Fldchenangabe fiir weitere Auswertungen zur Verfligung. (Vergroflerung 40-fach, Balken
entspricht 50 um)

4.2.4 Fontana Masson Farbung
Mit der Fontana Masson Farbemethode werden argentaffine Granulate und das

argentaffine Pigment Melanin durch einen schwérzlichen Niederschlag dargestellt.
Dabei reduziert Melanin in einer ammoniakalischen Silberlosungen die Ionen zu
metallischen Silber. Dem zu Grunde liegt die Eigenschaft von Melanin zur
Argyrophilie, bei dem sich das Polymer durch ein Reduktionsmittel anfarben lasst.
Im Mikroskop werden angefarbte Melanine als braune bis schwarze Silbergranula
wahrgenommen. Durch eine zusitzliche Ubersichtsfarbung mit Eosin sind Zellkerne
pink bis rot und das Zytoplasma leicht rosa gefarbt.

Kryo-gelagerte Hautdiinnschnitte wurden fixiert (vgl. 4.2.1) und fiir 4 h bei 60 °C in
Fontana Silbernitratlosung (siehe Tabelle 3.7) inkubiert. Nach drei Waschschritten
iber 5min in VE-Wasser wurden die Objekttrager fiir 1min in
0,2 % Goldchloridlosung tiberfiihrt, um die gebildeten Silberniederschldage zu tonen.
Fir die Fixierung erfolgte eine Inkubation mit 2 % Natriumthiosulfatlosung. Die

Ubersichtsfirbung erfolgte mit 1% Eosin fiir 5min. AnschlieBend wurden die
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Gefrierdiinnschnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und mit dem
Eindeckautomaten eingedeckt. Das genaue Farbeprotokoll kann in Tabelle 4.2

nachvollzogen werden.

Tabelle 4.2: Firbeprotokoll Fontana Masson Firbung

Schritt Reagenz ;;ﬁ:?ationsdauer
Inkubation mit Silbernitrat Fontana Silbernitratlosung 240
Waschen 3x VE-Wasser 5
Tonen 0,2 % Goldchloridlosung 1
Waschen VE-Wasser 5
Fixierung 2 % Natriumthiosulfatlosung 1
Waschen VE-Wasser 5
Ubersichtsfarbung 1 % Eosinlosung 5
Waschen 2x VE-Wasser 5
70 % Ethanol 15
80 % Ethanol 15
Entwasserung
96 % Ethanol 15
Xylol 15

4.2.5 Automatisierte Immunfluoreszenz

Fir die  Untersuchungen  mittels Immunfluoreszenzfarbung  wurden
Gefrierdiinnschnitte, wie in 4.2 beschrieben, verwendet. Die Farbungen wurden am
Dako Autostainer Plus mit dem folgenden Farbeprotokoll (siehe Tabelle 4.3)
durchgefiihrt.

Die gefarbten Schnitte wurden anschlieffend mit Eindeckmedium und Deckglas
versehen, wobei die Aushdrtung im Dunkeln iiber Nacht erfolgte. Im Anschluss
wurden Bilder der Schnitte mit dem Fluoreszenzmikroskop KEYENCE angefertigt

und mit dem Programm BZ II Viewer bearbeitet.
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Tabelle 4.3: Immunfluoreszenz-Fiarbeprotokoll am Dako Autostainer Plus

Schritt Reagenz :llzz;oationsdauer
Blockierung BSA-Block + 5 % Ziegen Nullserum 60
Primarantikorper Siehe Tabelle 3.13 (in Low Cross Buffer) 60
Waschschritt I BSA-Block + 5 % Ziegen Nullserum 5
Waschschritt I BSA-Block + 5 % Ziegen Nullserum 5
Sekundarantikorper Siehe Tabelle 3.14 (in Low Cross Buffer) 60
Waschschritt I1I BSA-Block +5 % Ziegen Nullserum 5
Kernfarbung DAPI 1

Nach jeder Inkubation folgte ein Waschschritt mit PBS

4.3 Zellbiologische Methoden

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter sterilen Bedingungen. Alle
Arbeitsschritte wurden unter einer mit laminarem Luftstrom betriebenen
Sterilwerkbank durchgefiihrt. Sowohl die benétigten Verbrauchsmaterialien als auch
Medien und Losungen waren gebrauchsfertig in einem sterilen Zustand oder

wurden autoklaviert.

4.3.1 Kultivierung der Zellen
Melanozyten = und  Mastzellen = (HMC1) wurden bei 37°C  unter

wasserdampfgesattigter Atmosphare, bei einer Begasung von 7 % CO:z kultiviert.

Bei den verwendeten Melanozyten handelt es sich um isolierte primare Melanozyten
aus Hautbiopsien, welche in 175 cm? Zellkulturflaschen mit 30 ml Melanin Growth
Medium (MGM) (vgl. Tabelle 3.10) kultiviert wurden. Die Kultivierung der HMC1-
Zellen erfolgte in 645 ml Suspensionskulturflachen mit 50 ml Mastzellmedium
(IMDM+) (vgl. Tabelle 3.11). Zweimal wochentlich wurde ein Medienwechsel mit

vorgewarmtem Medium vorgenommen.
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4.3.2 Passagieren der Melanozyten

Auf Grund von Expansion oder fiir verschiedene Versuche miissen Zellen in neue
Zellkulturgefafie oder in Loch-Platten ausgesat werden. Adhédrent wachsende Zellen,
zu denen Melanozyten zahlen, miissen dafiir von der Kulturgefafioberflache mittels
enzymatischen Verdaus abgelost werden. Dieser Vorgang wird Passagieren genannt.
Dafiir wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, um das
restliche fetale Kalberserum (FCS) zu entfernen. Nach 3 min Inkubation mit Trypsin
bei 37 °C wurden die Zellen durch leichtes Klopfen von der Oberflache gelost und in
Stopp-Losung (Tabelle 3.9) aufgenommen. Die in ein 50 ml Zentrifugenrdhrchen
tiberfithrte Zellsuspension wurde fiir 5min bei 1.300g zentrifugiert und das
entstandene Zellpellet in vorgewarmtem Medium resuspendiert. Verwendete
Volumina  fiir die  Arbeitsschritte des  DPassagierens einer 175 cm?
Gewebekulturflasche sind in Tabelle 4.4 aufgefiihrt. Anschlieffend wurden die Zellen
in neue Kulturgefdfse ausgesdt und wie in 4.3.1 beschrieben kultiviert. War eine
definierte Zellzahlaussaat notig, wurde eine Zellzahlbestimmung (siehe 4.3.3)

durchgefiihrt.

Tabelle 4.4: Verwendete Volumina fiir das Passagieren von Melanozyten aus einem 175 cm?
Kulturgefifs

Schritt Reagenz Volumen [ml]
Waschen PBS 15
Trypsinieren Trypsin 4

Inhibieren des Trypsins Stopp-Losung 21
Resuspendieren MGM 50

O abhangig von der weiteren Verwendung

Tabelle 4.5: Verwendete Volumina fiir das Trypsinieren von Melanozyten aus 6-Loch-Platten

Schritt Reagenz Volumen pro Well [ml]
Waschen PBS 2
Trypsinieren Trypsin 0,1

Inhibieren des Trypsins Stopp-Losung 0,6
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4.3.3 Zellzahlbestimmung

Fir die Zellzahlbestimmung stand ein System von ChemoMetec zur Verfligung.
Dafiir wurden 50ul der Zellsuspension mit 50 ul Lysepuffer und 50 pl
Stabilisierungspuffer versetzt. Der Lysepuffer ermdglicht das Durchdringen der
Plasmamembran, damit der Zellkern mit dem sich in der NucleoCassette
befindenden Promidiumjodid (PI) gefarbt werden kann. Auflerdem wirkt der
Lysepuffer der Aggregation von Zellaggregaten entgegen. Der Einsatz des
Stabilisierungspuffers hebt den pH-Wert der Losung an und bewirkt somit eine
effektivere Farbung des Zellkerns. Etwa 50 pl des stabilisierten Lysats wurden in die
NucleoCassette eingesaugt und die Kassette im Auswertegerat NucleoCounter
platziert. Auf dem Display des NucleoCounters wurde das Ergebnis in
Zellzahl pro ml ausgegeben. Fiir die Berechnung der tatsachlichen Zellzahl pro ml
musste die Verdiinnung mit dem Lyse- und Stabilisierungspuffer beriicksichtigt

werden.

4.3.4 Vitalititsbestimmung
Zur  Vitalitatsbestimmung wurde ein Laktatdehydrogenase (LDH) - Assay

(Cytotoxicity Detection Kit, Roche) durchgefiihrt. Laktatdehydrogenase wurde im
Kulturiiberstand bestimmt. Der entnommene Zellkulturiiberstand wurde fiir 5 min
bei 2000 g zentrifugiert. Jeweils 50 ul der Probe wurde in Doppelbestimmung in
einer 96-Loch-Platte ausplattiert und mit 50 ul Reaktionslosung versetzt. Die
Reaktionslosung besteht aus Katalysator- und Farbelosung (vgl. Tabelle 3.12) in
einer 1:45 Verdiinnung. Der Ansatz wurde bei RT auf einem Schiittler im Dunkeln
inkubiert. Nach 20 min wurde die 96-Loch-Platte mit dem Spektralphotometer Safire?
bei einer Wellenlinge von 490nm vermessen. Zusdtzlich wurde eine
Referenzmessung bei 620 nm durchgefiihrt, dessen resultierende Absorption von der
bei 490 nm gemessenen Absorption abgezogen wurde. Als Leerwert diente das
jeweils verwendete Medium, welches wie die zu vermessende Probe behandelt

wurde.
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4.4 Inkubation mit konditionierten HMC1-Medium und Substanzen

4.4.1 Mastzellstimulierung und Ernte des konditionierten Mediums

Die, wie in 4.3.1 beschrieben, kultivierten Mastzellen wurden mit Medium in 50 ml
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Nach 5-mintitiger Zentrifugation bei 1.300 g wurde
der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 2 ml IMDM+ resuspendiert. Nach der
Zellzahlbestimmung (vgl. 4.3.3) wurden 350.000 Zellen pro Well in 6-Loch-Platten
mit jeweils 4 ml IMDM+ ausgesit. Die Stimulierung der Mastzellen erfolgte 24 h nach
Aussaat. Dafiir wurden die zu stimulierenden Substanzen zu den HMCI1-Zellen
gegeben (siehe Abbildung 4.6) und bei 37 °C, 7 % CO: fiir 30 min inkubiert. Mittels
eines Zentrifugationsschrittes bei 4.000 g fiir 10 min wurden die Zellen vom

konditionierten Medium getrennt.

NGF
10 ng mi™!

Substanz P
10 pM

90,
90

Abbildung 4.6: Versuchsaufbau zur Stimulierung von HMC1-Zellen

Die Stimulierung der Mastzelllinie HMC1 erfolgte in einer 6-Loch Platte fiir 30 min bei 37 °C. In 4 ml
Medium wurden 350.000 Mastzellen ausgesit und nach 24h mit 10ngml?NGF und
10uM Substanz P behandelt. Anschliefend wurden die Kulturiiberstande fiir die Behandlung von
Melanozyten verwendet. A1) HMC1 ohne Zusatz von stimulierenden Substanzen dient als Kontrolle.
A2) Dem Ansatz wurden 10 ng ml?! Nerve Growth Factor (NGF) zugegeben. A3) Zugabe von 10 uM
Substanz P (SP).

4.4.2 Melanozytenbehandlung mit konditionierten Medium und synthetischen
Substanzen
Fiir den Versuchsansatz wurden je 250.000 Melanozyten pro Well mit 2,5 ml MGM

ausgesit. Drei Tage spater wurde jedem Well 0,5 ml Uberstand entnommen und mit
1ml des konditionierten HMC1-Mediums oder der Substanz (in IMDM+ geldst)
beschickt. Der Versuchsaufbau und eingesetzte Konzentrationen sind in Abbildung

4.7 aufgefiihrt. Es folgte eine Inkubation von 4 d. Morphologische Veranderungen
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wurden mit einer Digitalkamera von Canon mit Hilfe eines am Mikroskop (Axiovert

25, Zeiss) angebrachten Adapters (Soligor, Zeiss) dokumentiert.

3

NGF
10 ng m1?

HMC1

Substanz P
stimuliert

>
“N

Abbildung 4.7: Versuchsaufbau fiir die Behandlung von Melanozyten mit konditioniertem HMC1-
Medium und Substanzen

Uber eine Dauer von 4 d wurden Melanozyten mit unterschiedlichen synthetischen Substanzen und
konditionierten HMC1-Medium inkubiert (n=3). A1) Zugabe von unkonditioniertem Mastzellmedium
(IMDM+) dient als Kontrolle. A2) Zugabe von 10 pM synthetisches Histamin in IMDM+. A3) Zugabe
von 10 ng ml! synthetisches NGF in IMDM+. B1) Zugabe von 10 uM synthetisches Substanz P in
IMDM+. B2) HMC1 Kulturiiberstand mit vorrausgegangener Stimulierung mittels 10 ng ml* NGF.
B3) Zugabe von HMC1 Kulturiiberstand nach Stimulierung mit 10 pM Substanz P.

4.5 Bestimmung von Histamin in Zellkulturiiberstinden

Mit Hilfe des Histamin ELISA von GenWay wurde gemafs den Herstellerangaben die
Konzentration von Histamin in Zellkulturiiberstinden bestimmt. Die Vermessung
erfolgte mit dem Safire? bei einer Wellenldnge von 450 nm. Zuséatzlich wurde eine
Referenzmessung bei 620 nm durchgefiihrt, dessen resultierende Absorption von der

bei 450 nm gemessenen Absorption abgezogen wurde.

4.6 Ermittlung des Melaningehalts

In zellbiologischen Versuchen wurde der Melaningehalt mittels einer
Absorptionsmessung bestimmt. Fiir die Quantifizierung von Melanin in

histologischen Schnitten fand die Bildauswertesoftware Image] Verwendung.

4.6.1 Bestimmung des Melaningehalts in histologischen Schnitten
Mit der Fontana Masson Methode gefarbte Gefrierdiinnschnitte (siehe 4.2.4) wurden

mit dem Mikroskop MiraxScanner digitalisiert und anschlieffend mit den
Bildbearbeitungsprogrammen PannoramicViewer und Image] Mosaikbilder

generiert. Die Mosaikbilder wurden bei 20-facher Vergrofserung erstellt und
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umfassen eine Grofie von ca. 1.550 pm Breite und 550 um Hohe des Gefrierschnittes
in realen Maflen. Auf diese Weise wurde je ein repradsentatives Mosaikbild pro
Hautdiinnschnitt angefertigt. Jeder Objekttrager war mit drei Hautdiinnschnitten
versehen, sodass der Auswertung drei Ergebnisse fiir den gleichen

Behandlungszustand zu Grunde lagen.

4.6.1.1 Quantifizierung mittels Image]

Die generierten Mosaikbilder (vgl. 4.6.1) wurden in Image] geladen. Mittels einer
Polygonfunktion wurde der auszuwertende Bereich (ROI) festgelegt. Fiir diesen
Bereich wurde ein Schwellwert (Threshold) gewahlt, sodass das Melanin markiert ist.
Um die Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Bildern gewéhrleisten zu
konnen, musste ein einheitlicher Schwellwert gewahlt werden.

Das Schwellwertverfahren dient der Segmentierung (Gruppierung von Pixeln)
digitaler Bilder. Dabei werden Pixel verschiedenen Segmenten zugeordnet. Mit Hilfe
des Abgleichs eines Schwellwertes kann die Zugehorigkeit zu einem Segment
entschieden werden. Als Schwellwert dient dieser Auswertung der Grauwert.
Vorrausetzung dafiir ist ein binares Bild. Der Grauwert eines Pixels ist sein reiner
Helligkeitswert. Andere Farbinformationen werden dabei nicht berticksichtigt.

Die erhaltenen Ergebnisse fiir Flichen der ROI, markierte Flache in % und Lange der
Epidermis wurden in Excel importiert und standen der Auswertung mit Pivot-
Tabellen zur Verfiigung. In Abbildung 4.8 konnen die Arbeitsschritte fiir die

Melaninquantifizierung nachvollzogen werden.
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Abbildung 4.8: Melaninquantifizierung mit Image] an Fontana Masson gefirbten Hautschnitten

A) Hautdiinnschnitt mit Fontana Masson Farbemethode gefarbt. B) Die zu quantifizierende Flache
(ROI, gelbe Linie) wurde mit einem Polygonenzug per Hand festgelegt. Durch das Setzten eines
Schwellwertes erscheinen die schwellwertiiberschreitenden Bildpunkte rot. C) Ein bindres Bild wurde
generiert, um das Schwellwertverfahren anwenden zu konnen. (Vergroferung 20-fach, Balken
entspricht 100 um).

4.6.2 Ermittlung des Melaningehalts in kultivierten Melanozyten und
Kulturiiberstinden

Das in Melanozyten produzierte Melanin absorbiert Licht. Dieser Eigenschaft wird
sich bei der photometrischen Quantifizierung von Melanin bedient. Von den
Melanozyten abgegebenes Melanin kann in den Kulturiiberstinden ermittelt werden.
Dafiir wurden die Melanozytenkulturiiberstande fiir 5 min bei 2.000 g zentrifugiert
und wie in 4.6.2.1 beschrieben die Absorption gemessen. Als Leerwert wurde das
jeweils verwendete Medium verwendet.

Fiir die Bestimmung des Melaningehalts in den Melanozyten mussten die Zellen
zunachst trypsiniert (siehe Tabelle 4.5) und in Stopp-Losung aufgenommen werden.

Nach einer Zellzahlbestimmung (siehe 4.3.3) wurden gleiche Zellzahlen der
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unterschiedlich behandelten Ansdtze in Mikroreaktionsgefdfie pipettiert und bei
5.000g fiir 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
entstandene Pellet mit 200 ul 7,5M NaOH aufgekocht. Nach vierstiindiger
Inkubation bei 99°C auf dem Laborschiittler mit 750 rpm wurden die
Mikroreaktionsgefdfie abgekiihlt. AnschlieSend wurde zu jeder Probe 150 pl
Cyclohexan gegeben. Nach guter Durchmischung folgten 10 min Inkubation bei RT.
Durch Zentrifugation bei 4 °C, 5.000 g fiir 10 min wurden die Phasen getrennt. Das in
NaOH geloste Melanin wurde der unteren Phase entnommen wund der
Absorptionsmessung zugefiihrt. Als Leerwert fiir die Quantifizierung von Melanin

in den Melanozyten diente 7,5 M NaOH-Losung.

4.6.2.1 Absorptionsmessung

Die Absorptionsmessung wurde in 96-Loch-Platten mit dem Safire? vermessen.
Dafiir wurde ein Wellenldngenscan im Bereich von 280 — 500 nm in 10 nm Schritten
aufgenommen. Im Bereich von 320-400nm Wellenlange erfolgte eine
Mittelwertbildung, die auf den Mittelwert der unbehandelten Kontrolle bezogen
wurde.

Fiir die Messung der Uberstande wurden 250 ul Probe fiir eine Doppelbestimmung
in 96-Loch-Platten ausplattiert. Eine Doppelbestimmung des aus den Melanozyten
extrahierten Melanins war auf Grund sehr geringer Probenmengen nicht mdglich.
Fir die Quantifizierung wurden in diesem Fall je 150 ul des in NaOH gelosten
Melanins pro Ansatz vermessen. Synthetisches Melanin wurde fiir die Anfertigung

einer Standardreihe verwendet.

4.7 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test bei verbundenen Stichproben verwendet. Dieser nichtparametrische
Vorzeichentest ist eine Alternative zum t-Test bei verbundenen Stichproben.
Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit des Testes ist, dass es sich bei den Daten um
zusammengehorige Paare handelt. Anders als beim t-Test bei verbundenen

Stichproben wird hier nicht angenommen, dass die Grundgesamtheit normalverteilt
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ist. Bei einer zweifelhaften Normalverteilung wird der Vorzeichentest bei
verbundenen Stichproben anstatt des t-Test bei verbundenen Stichproben
angewandt.
Statistische Grofien, wie das arithmetische Mittel und Standardabweichungen
wurden mit Microsoft Excel unter Zuhilfenahme von Pivot-Tabellen, um grofie
Datenmengen tibersichtlicher auszuwerten zu konnen, berechnet. Die Anwendung
des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests bei verbundenen Stichproben wurde mit dem
Statistikprogramm Statistika durchgefiihrt.
Es wurden folgende Signifikanzniveaus (p) definiert:

(***) p < 0,001 = hochst signifikant

**) p<0,01 =sehr signifikant

(*) p<0,05 =signifikant

n.s. p>0,05 =nicht signifikant
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5 Ergebnisse

Im ersten Abschnitt werden Ergebnisse zu UV-induzierter Pigmentierung
vorgestellt. Dabei werden die Melaninbildung, Melanogeneseaktivitat und
morphologische Verdnderungen naher charakterisiert. Zusatzlich wird auf die
Entstehung eines dermalen Infiltrats in UV-induzierten pigmentierten Arealen
eingegangen. Der nachste Abschnitt beschiftigt sich mit der genaueren
Charakterisierung ~ des  Immunzellstatus  in  Saugblasen  induzierter
Hyperpigmentierung. Zudem wird die Verteilung wund Lokalisation von
Immunzellen dargestellt. Abschliefend werden Ergebnisse prasentiert, die die
Responsivitait von Melanozyten infolge von der Inkubation mit Mastzell-
konditionierten Medium und synthetischen Substanzen beinhalten.

Die experimentellen Bedingungen sind in den Kapiteln 3 Material und 4 Methoden

beschrieben. Bei Abweichungen wird im Einzelnen darauf hingewiesen.

5.1 Melaninbildung bei UV-induzierter Pigmentierung

5.1.1 Melaninneubildung nach repetitiver und folgender 1,5-facher erythemalen
Bestrahlung

Um pigmentierungsrelevante Fragestellungen untersuchen zu konnen, wurde mittels
UV-Exposition eine Braune induziert. Die Vorbehandlung mit 10 repetitiven
Bestrahlungen bei unterschiedlichen UV-Wellenlingen (vgl. 4.1.2) bietet die
Moglichkeit, den Einfluss unterschiedlicher Bestrahlungsarten auf die
Melaninneubildung untersuchen zu konnen. Der nachfolgend gesetzte UV-Reiz von
1,5 MED SSR lasst Riickschliisse auf etwaig ausgebildete Schutzfunktionen zu, die
durch die jeweiligen Vorbehandlungen induziert wurden.

Fiir die folgenden Ergebnisse wurden Hautdiinnschnitte von 8 Probanden (Hauttyp
II bis III) mit der Fontana Masson Methode gefarbt und wie in 4.6.1 beschrieben
quantifiziert. Damit ein Vergleich zwischen den Proben moglich ist, wird das als
relative Flache der ROI quantifizierte Melanin auf die Epidermisldnge relativiert.

Ergebnisse aus diesen Untersuchungen sind in Abbildung 5.1 dargestellt.
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Abbildung 5.1: Neusynthese von Melanin nach repetitiver Bestrahlung und 1,5 MED SSR
Histologische Proben (n=8) der UV-Studie wurden mittels Fontana Masson geférbt, digitalisiert und
mit dem Auswerteprogramm Image] quantifiziert. Fiir die Datenerhebung wurden fiir jede
Behandlung zu jedem der angegebenen Zeitpunkte 3 Hautdiinnschnitte eines jeden Probanden
ausgewertet. Aus den individuellen Mittelwerten der Probanden wurden die dargestellten Ergebnisse
generiert. Die Box umfasst 25-75 % der Ergebnismenge. Das arithmetische Mittel ist durch ein kleines
Quadrat und der Median durch eine Querlinie dargestellt. Minimum und Maximum werden mittels
eines Kreuzes abgebildet und direkt mit der Box verbunden. Als Ausreifier ermittelte Datenpunkte,
sind durch die fehlende Verbindung zur Box zu erkennen.

Eine repetitive Bestrahlung fiihrt bei allen drei Bestrahlungsarten zu einer
Neusynthese von Melanin. Wobei es sich bei der Bestrahlung mit SSR und UVB um
signifikante Anderungen, bezogen auf die unbestrahlte Kontrolle, handelt. Eine
durchschnittliche Steigerung von 200 % wird bei der Bestrahlung mit SSR und eine
Neusynthese von 150% bei UVB-Bestrahlung ermittelt. Beziiglich des
Melaningehalts sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Bestrahlungsarten nachweisbar. Nach der 1,5-fachen erythemalen Bestrahlung wird
keine deutliche Melaninzunahme in den vorbehandelten Arealen erfasst. Fiir das
Referenzareal, welches keiner Vorbehandlung unter zogen wurde, kann eine
Neusynthese von durchschnittlich 100 % ermittelt werden. Die vorliegenden

Ergebnisse unterliegen starken Streuungen, welche auf unterschiedliche Ursachen
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zuriickzufithren sind. In Abbildung 5.2 sind exemplarisch gefdrbte

Hautdiinnschnitte abgebildet, um auf einige Ursachen nédher eingehen zu konnen.
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Abbildung 5.2: Unterschiedliche Melaninverteilung in der Epidermis als Ursache fiir starke
Streuung der Ergebnisse

Hautdiinnschnitte von 5 pum Dicke wurden mit Fontana Masson gefarbt. Als Ubersichtsfarbung
wurde Eosin verwendet. Die Balken entsprechen 100 um. A) Unterschiedlich ausgepragte
Grundbraune: Ausschnitte von Kontrollarealen unterschiedlicher Probanden. B) Inhomogene
Verteilung des Melanins und unterschiedliche Packungsdichte. C) Unterschiedliche Packungsdichte
und heterogene Verteilung des Melanins in den Strata.

5.1.2 Vergleich der Melaninneusynthese mit in vivo Farbwerten

Die erhobenen Ergebnisse aus der Melaninquantifizierung in Hautdiinnschnitten
werden mit dem in vivo ermittelten Farbwert Melanin-Index (Mellnd) verglichen.

Der Mellnd ist eine einheitenlose Variable, die eine Messung des Melaningehalts
ermoglicht. Die Herleitung des Index basiert auf Methoden, welche von Dawson et
al. (1980) und Kollias und Bager (1985) beschrieben werden. Hierbei wird die
Steigung des Melaninabsorptionsspektrums mittels Spektrophotometrie gemessen,
welche sich proportional zur Melaninkonzentration verhalt. Das Prinzip ist die
Proportionalitdt der Absorption zum Logarithmus des inversen Reflexionsgrades.

Die resultierende Steigung ist der Mellnd.
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In Abbildung 5.3 zeigen die durchschnittlichen Mellnd einen dhnlichen Verlauf wie
die ermittelten Melaningehalte der histologischen Schnitte. Trotz grofier
Standardabweichungen handelt es sich um signifikante Anderungen bezogen auf die
Kontrollmessungen. Korreliert man die zu Grunde liegenden Daten der in vivo
Messung und der histologischen Quantifizierung miteinander, erhdlt man einen

Korrelationskoeffizienten von 0,85 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.3: Gegeniiberstellung von Mellnd und histologisch quantifiziertem Melanin
Vergleich der in vivo Farbmessung mit dem in histologischen Schnitten quantifizierten Melanin pro
Epidermisldange. Der Mellnd wurde innerhalb der UV-Studie direkt am Probanden (n=8) ermittelt. Bei
der Melaninquantifizierung an Hautd{innschnitten wurde sich der Fontana Masson Methode bedient
und die Silberniederschldge mittels Image] analysiert. Die ermittelten Ergebnisse wurden
anschliefend auf die Epidermislange normiert. Abgebildete Fehlerindikatoren beider Datenreihen
stellen die Standardabweichung eines jeden Datenpunktes dar.

5.1.3 Erfassung der Melanogeneseaktivitit durch TRP1

Das von Melanozyten synthetisierte Tyrosinase-assoziierte-Protein 1 (TRP1, auch
TYRP1) dient als Indikator fiir die Melanogeneseaktivitat. Lokalisiert ist das
Glykoprotein in der Melanosomenmembran wund ist mafigeblich an der
Melanogenese beteiligt (vgl. 1.2.2). Ob Unterschiede in der Expression des TRP1 nach
repetitiver Bestrahlung mit unterschiedlichen Bestrahlungsarten bestehen, wurde
mittels Immunfluoreszenzfarbung mit einem spezifischen gegen TRP1 gerichteten

Antikorper untersucht. Eine Steigerung der Expression von TRP1 im Vergleich zur



Ergebnisse 44

Kontrolle wird als Indiz fiir eine erhohte Melanogenese gewertet. In Abbildung 5.4
und Abbildung 5.5 wird die Melanogeneseaktivitat der Melaninneubildung zu zwei
Zeitpunkten, reprasentativ am Beispiel eines Probanden, gegeniibergestellt. Bei den
verwendeten Bildern handelt es sich um Ausschnitte der analysierten Schnitte. Zur
Quantifizierung wurden grofiere Flichen herangezogen. Die Melanogeneseaktivitat
wird durch TRP1 positiv markierte Zellen (TRP1*), normiert auf die Fldche,
abgebildet. Dem gegentiber steht die Neusynthese von Melanin, welche durch
quantifiziertes Melanin, normiert auf die Epidermislange, ausgedriickt wird.

Sieben Tage nach repetitiver Bestrahlung ist eine deutlich erhohte Expression von
TRP1 in mit SSR, UVA und UVB bestrahlten Arealen, im Vergleich zum
unbehandelten Areal, festzustellen. Die Unterschiede in der Anzahl der TRP1
positiven Zellen deckt sich weitgehend mit der ermittelten Melaninmenge pro
Epidermislange. Vergleicht man die unterschiedlichen Bestrahlungsarten
miteinander so weisen die mit SSR induzierten Areale sowohl eine hohere
Melaninneusynthese als auch eine hohere Melanogeneseaktivitat auf.

Auch nach der Bestrahlung mit 1,5 MED wird in allen Fillen eine signifikante
Steigerung der TRP1-Expression im Vergleich zur Kontrolle ermittelt. Ein deutlicher
Unterschied in der Intensitit zwischen den beiden Zeitpunkten kann nicht
festgestellt werden. Lediglich das mit SSR vorbehandelte Areal zeigt nach der
Induktion mit 1,5 MED eine deutlich geringere Aktivitat im Vergleich zu der Probe
7 Tage nach zehntédgiger repetitiver Bestrahlung.

Diese Ergebnisse lassen sich in dhnlicher Form bei zwei weiteren Probanden

beobachten (n=3).
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Abbildung 5.4: Gegeniiberstellung von Melaninneusynthese und Melanogeneseaktivitit 7 Tage
nach repetitiver Bestrahlung

Die Hautareale wurden 10 Tage repetitiv mit sonnensimulierten Licht (SSR), UVA und UVB bestrahlt.
Nach 7 Tagen (t1) wurden Biopsien entnommen und 5 pm Gefrierdiinnschnitte angefertigt. Auf der
linken Seite sind FM-Farbungen dargestellt, dessen ermittelter Melaningehalt pro Epidermisldange in
der rechten unteren Bildecke vermerkt ist. Rechts sind Immunfluoreszenzfarbungen gegen TRP1
aufgefiihrt. In den unteren rechten Bildecken ist die Anzahl an TRP1 positiven Zellen (normiert auf
die Flache) angegeben. Die Schnitte wurden mit dem Kernfarbstoff DAPI (blau) sowie mit einem
Antikorper gegen das in der Melanosomenmembran lokalisierte TRP1 (rot) fluoreszenzmarkiert. Als
Sekundérantikdrper wurde Alexa Fluor 546 verwendet. Es sind exemplarisch Schnitte, in 20-facher
Vergrofierung, eines Spenders dargestellt. Die Balken entsprechen 100 pum.
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Abbildung 5.5: Gegeniiberstellung von Melaninneusynthese und Melanogeneseaktivitit nach 1,5
MED SSR

Zehn Tage nach repetitiver Bestrahlung (t2) wurden die vorbehandelten Areale mit 1,5 MED SSR
bestrahlt. Aus entnommenen Biopsien wurden 5 um Gefrierdiinnschnitte angefertigt. Auf der linken
Seite sind FM-Farbungen dargestellt, dessen ermittelter Melaningehalt pro Epidermisldnge in der
rechten unteren Bildecke vermerkt ist. Rechts sind Immunfluoreszenzfirbungen gegen TRP1
aufgefiihrt. Im den unteren rechten Bildecken ist die Anzahl an TRP1 positiven Zellen (normiert auf
die Flache) angegeben. Die Schnitte wurden mit dem Kernfarbstoff DAPI (blau) sowie mit einem
Antikorper gegen das in der Melanosomenmembran lokalisierte TRP1 (rot) fluoreszenzmarkiert. Als
Sekundérantikdrper wurde Alexa Fluor 546 verwendet. Es sind exemplarisch Schnitte, in 20-facher
Vergrofierung, eines Spenders dargestellt. Die Balken entsprechen 100 um Lénge.
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5.2 Morphologische Untersuchung UV-induzierter Pigmentierung

In  Beiersdorf internen  Untersuchungen zu  Saugblasen induzierter
Hyperpigmentierung wurden eine Verdickung und eine stdrkere Verzapfung der
Epidermis beobachtet. Ob diese morphologischen Veranderungen auch bei UV-

induzierter Pigmentierung auftreten, wird im folgenden Abschnitt untersucht.

5.2.1 Charakterisierung der Hyperplasie und Verzapfungsgrad

Anhand der generierten Bilder zur Melaninquantifizierung (Fontana Masson
Farbung) wurden Vermessungen der Epidermis durchgefiihrt (n=8). Mit Hilfe der
Software Image] wurden die Epidermislange, Basalzellschichtlange und die
Epidermisdicke ermittelt. Der Verzapfungsgrad wurde durch die Bildung des
Verhailtnisses von Basalzellschichtlange und Epidermisldnge bestimmt.

In allen repetitiv bestrahlten Arealen wird eine erhohte, mittlere Epidermisdicke
nachgewiesen, die den Riickschluss auf eine Hyperplasie erlaubt (siehe Abbildung
5.6). Nach der Bestrahlung mit 1,5 MED SSR kommt es zu einer zusatzlichen
Verdickungen bei mit SSR und UVA vorbehandelten Arealen.

Im Vergleich mit den Hautdiinnschnitten der Kontrolle konnen keine signifikanten
Unterschiede beziiglich des ermittelten Verzapfungsgrades zu den UV-induzierten

Proben nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.6: Entwicklung der mittleren Epidermisdicke bei UV-induzierter Pigmentierung
Grundlage fiir die Ermittlung der Epidermisdicke waren Fontana Masson gefarbte Hautdiinnschnitte
der UV-Studie. Es wurde die mittlere Epidermisdicke von 8 Probanden bestimmt und das
arithmetische Mittel in Form von Balken dargestellt. Die Fehlerindikatoren stellen die ermittelte
Standardabweichung der Mittelwerte dar.

5.3 Immunzellstatus in UV-induzierten hyperpigmentierten Hautarealen
In hyperpigmentierten Hautpartien, durch das Ziehen von Saugblasen induziert,
wurde das Auftreten eines dermalen Infiltrats {iber einen Zeitraum von bis zu
16 Wochen nach SB-Exzission beobachtet. Dabei waren sowohl die Gesamtzellzahl
als auch die Anzahl CD45 positiver Zellen (CD45") und CD14 positiver Zellen
(CD14*) erhoht (Beiersdorf interne Untersuchungen; Daten nicht gezeigt). In den
folgenden Nachweisen werden die durch UV-Exposition behandelten Hautareale auf
dieses Phianomen hin untersucht. Daraus resultierende Ergebnisse ermoglichen
Riickschliisse auf Zusammenhange zwischen Pigmentierung und
Entziindungsreaktionen und lassen einen Vergleich zwischen unterschiedlich
induzierten Pigmentierungen zu.

Fiir die Untersuchungen wurden Gefrierdiinnschnitte der UV-Studie von
8 Probanden (sieche 4.1.2) mit der APAAP Farbemethode (vgl. 4.2.2)
immunhistochemisch mit dem entsprechenden Antikoérper von Dako (Tabelle 3.13)

gefarbt. Anschlielend erfolgte die Digitalisierung und Quantifizierung der
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Hautdiinnschnitte wie in 4.2.3 beschrieben. Nachfolgende angegebene Zellzahlen
wurden auf eine Flache von 1 mm? normiert. Die Quantifizierungsflachen wurden
bei identischen Einstellungen mit einer Dermistiefe von 500 pum und unter

Ausschluss der Epidermis erstellt (vgl. Abbildung 4.5).

5.3.1 CD45 positive Zellen (CD45%)

Das transmembrane Glykoprotein CD45 dient als Marker fiir verschiedene
Leukozytenpopulationen. Die Expression von CD45 erfolgt durch ein am
Chromosom 1 kartiertes Gen auf den meisten kernhaltigen Zellen hamatopoetischen
Ursprungs. Durch differentielles Spleifien existieren mehrere Isoformen. Auf
humanen Leukozyten wurden fiinf verschiedene Isoformen identifiziert (Sewell et al.,
1997). Der verwendete Anti-CD45 Marker ist eine Mischung aus zwei monoklonalen
Antikorpern, den Klonen 2B11 und PD7/26, die mit allen bekannten Isotypen der
CD45-Familie reagieren (Cobbold et al., 1995). B-Zellen exprimieren vor allem die
ABC-Form, wobei T-Zellen unterschiedliche Isoformen exprimieren, die ihrer
Entwicklungsstufe und Aktivitdt entsprechen. Monozyten und dentritische Zellen
bilden tiberwiegend und Granulozyten ausschliefSlich die Isoformen B und 0 aus.
Sieben Tage nach 10-facher repetitiver UV-Exposition bleibt der Anteil an CD45
negativen Zellen (CD45) im Vergleich zum unbestrahlten Areal nahezu konstant.
Somit resultiert die Zunahme der Gesamtzellzahl um bis zu 15 % (Abbildung 5.7)
allein auf einer Erhohung CD45* Zellen.

Nach repetitiver Bestrahlung mit UVA und UVB ist die Anzahl CD45* Zellen sehr bis
hochst signifikant erhoht (4.7; Abbildung 5.8). In diesen Arealen wird eine Zunahme
von 40 % CDA45* Zellen ermittelt. Hautpartien, die sonnensimulierten Licht (SSR)

ausgesetzt waren, zeigen keine statistisch signifikante Zunahme von CD45* Zellen.
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Abbildung 5.7: Gesamtzellzahl nach repetitiver Bestrahlung

Hautareale wurden repetitiv mit SSR, UVA und UVB bestrahlt. Sieben Tage nach der letzten
repetitiven Bestrahlung wurden Stanzbiopsien entnommen. Gefrierdiinnschnitte der Stanzbiopsien
wurden mit der APAAP Methode immunhistochemisch gegen CD45 gefarbt. Die Gesamtzellzahl in
den Hautdiinnschnitten ergibt sich aus der Summe von CD45 positiven und negativen Zellen. Die aus
8 Probanden ermittelten Mittelwerte wurden durch gestapelte Sdulen abgebildet. Der Fehlerindikator
stellt die Standardabweichung dar.
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Abbildung 5.8: CD45 positive Zellen nach repetitiver Bestrahlung

Histologische Proben der UV-Studie wurden gegen den Antikdrper CD45 immunhistochemisch
gefarbt, digitalisiert und mit dem Auswerteprogramm NuclearQuant quantifiziert. Die Untersuchung
umfasst Proben von 8 Probanden. Jede Behandlung wurde durch 3 Hautdiinnschnitte eines jeden
Probanden reprasentiert. Aus den individuellen Mittelwerten der Probanden wurden die
dargestellten Ergebnisse generiert. Die Box umfasst 25-75 % der Ergebnismenge. Das arithmetische
Mittel ist durch ein kleines Quadrat und der Median durch eine Querlinie abgebildet. Minimum und
Maximum sind mittels eines Kreuzes dargestellt und direkt mit der Box verbunden. Als Ausreifler
ermittelte Datenpunkte sind durch die fehlende Verbindung zur Box zu erkennen.

In Abbildung 5.9 ist ein gegenldufiger Zusammenhang von Entziindungsreaktion,
abgebildet durch CD45" Zellen und Pigmentierung, ausgedriickt durch den
Melaningehalt, in SSR behandelten Arealen erkennbar. Im Gegensatz zu den mit
UVA/UVB bestrahlten Partien, bei denen eine Steigerung von Melaningehalt und
Leukozyten (CD45%) in &dhnlicher Grofienordnung ermittelt wird, steht in SSR
bestrahlten Partien eine geringere Entziindungsreaktion einer sehr viel hoheren
Melaninneusynthese gegentiber.

In Abbildung 5.10 sind exemplarisch mit CD45 Antikorper gefdrbte

Gefrierdiinnschnitte eines Probanden, nach repetitiver Bestrahlung, abgebildet.
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Abbildung 5.9: Vergleich CD45* Zellen mit der Melaninnneubildung nach repetitiver Bestrahlung
Die abgebildeten Resultate basieren auf quantifizierten Hautdiinnschnitten von 8 Probanden aus der
UV-Studie. Die linke Achse bildet CD45* Zellen, ermittelt durch immunhistochemische Farbung mit
dem entsprechenden Antikorper, in Form von Saulen ab. Dem gegeniibergestellt ist der
Melaningehalt (©), ermittelt durch Quantifizierung von Fontana Masson gefarbten Schnitten, dessen
Werte der rechten Achse entnommen werden kénnen.
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Abbildung 5.10: Exemplarische Farbung CD45* Zellen

Immunhistochemische Farbung mit CD45 Antikorper (Dako) von Gefrierdiinnschnitten der UV-
Studie. Sieben Tage nach repetitiver Bestrahlung mit SSR, UVA oder UVB. (Vergrofierung 20-fach,
Balken entspricht 100 um)

5.3.2 CD14 positive Zellen (CD14*)

Zur ndheren Charakterisierung des dermalen entziindlichen Infiltrats wurden
immunhistochemische Farbungen gegen das Membranprotein CD14 durchgefiihrt.
Durch Verkniipfung mit Glycosyl-Phosphatidylinositol (GPI) ist das CD14-Molekiil
in der Zellmembran verankert. Es iibernimmt die Funktion eines Rezeptors fiir
Endotoxin und ist an der letalen Reaktion auf Endotoxin und gramnegativen
Bakterien beteiligt (Goyert et al., 1997). In der Literatur werden zusatzlich zwei
losliche Formen von CD14 beschrieben (Goyert, CD14, 2002). Losliche Formen
entstehen durch Verlust der Zelloberflachengestalt oder durch Freisetzung durch die
Zellen vor dem Anfiigen eines GPI-Ankers.

Auf Monozyten wird CD14 stark und auf Granulozyten eher schwach exprimiert.
Die meisten Gewebe-Makrophagen und Langerhans-Zellen weisen das Antigen

ebenfalls auf.
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In repetitiv bestrahlten Hautpartien wird bei allen angewendeten Bestrahlungsarten
eine starke Zunahme von CD14* Zellen zwischen 42-48 % quantifiziert
(siehe Abbildung 5.12). Die Datenreihen fiir die Exposition mit sonnensimulierten
Licht (SSR) unterliegen einer starken Streuung, deshalb ist es nicht moglich eine
Signifikanz zu ermitteln. Lediglich die Anderung durch UVA und UVB
Vorbehandlungen sind im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikant.

Betrachtet man die Gesamtheit der detektierten Zellen sind Steigerungen von 22 -
29 % zu verzeichnen (sieche Abbildung 5.11). In bestrahlten Arealen nehmen als
CD14 analysierte Zellen im Vergleich zur Kontrolle um 16 % - 25 % zu.

In Abbildung 5.13 sind exemplarisch mit CD14 Antikorper gefdrbte

Gefrierdiinnschnitte eines Probanden, nach repetitiver Bestrahlung, abgebildet.
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Abbildung 5.11: Gesamtzellzahl nach repetitiver Bestrahlung

Mit immunhistochemischer Farbung wurden Hautd{innschnitte mit CD14 Antikorpern gefdrbt. Die
Hautd{iinnschnitte wurden aus Stanzbiopsien gewonnen, die sieben Tage nach repetitiver Bestrahlung
8 Probanden entnommen wurden. Die Gesamtzellzahl setzt sich aus der Summe von CD14* und
CD14- Zellen zusammen. Die Fehlerindikatoren bilden die Standardabweichung ab.
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Abbildung 5.12: CD14 positive Zellen nach repetitiver Bestrahlung

Gefrierdiinnschnitte der UV-Studie (n=8) wurden gegen den Antikérper CD14 immunhistochemisch
gefarbt, digitalisiert und mit dem Auswerteprogramm NuclearQuant quantifiziert. Fiir die
quantitative Erfassung wurden jeweils drei Schnitte einer Probe pro Proband und Zeitpunkt
verwendet. Die Box umfasst 25 -75 % der Ergebnismenge. Der Mittelwert der Bestrahlungsart ist
durch ein kleines Quadrat und der Median durch eine Querlinie dargestellt. Minimum und Maximum
sind mittels eines Kreuzes abgebildet. Durch sogenannte Whisker (Antennen) werden Werte von 5
und 95 % (anteilig zur Ergebnismenge) mit der Box verbunden Als AusreifSer ermittelte Datenpunkte

7d post rep. Irr

sind durch die fehlende Verbindung zur Box zu erkennen.
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Abbildung 5.13: Exemplarische Farbung CD14+ Zellen

Immunhistochemische Farbung mit CD14 Antikorper (Dako) von Gefrierdiinnschnitten der UV-
Studie. Sieben Tage nach repetitiver Bestrahlung mit SSR, UVA oder UVB. (Vergrofierung 20-fach,
Balken entspricht 100 um)

5.4 Immunzellstatus in Saugblasen-induzierter PIH

Wie in 5.3 bereits erwdahnt, wurde in Saugblasen induzierten hyperpigmentierten
Arealen ein dermales entziindliches Infiltrat beobachtet. Die Beiersdorf internen
Untersuchungen umfassten immunhistochemische Farbungen von
Hautdiinnschnitten der PIH-Studie (siehe 4.1.1) mit Antikorpern gegen CD45
(allgemeiner =~ Marker  fiir = Leukozyten) und CD14 (Marker  fiir
Monozyten/Makrophagen). Den ermittelten Ergebnissen konnte entnommen
werden, dass der Marker fiir das CD14-Antigen nur einen Teil der CD45* Zellen
erfasst. Aus diesem Grund wurde in den folgenden Untersuchungen eine genauere
Charakterisierung des Infiltrats vorgenommen.

Gefrierdiinnschnitte der PIH-Studie (n=16) (siehe 4.1.1) wurden
immunhistochemisch  gefarbt. Nach der Digitalisierung der gefdarbten
Hautdiinnschnitte erfolgte eine Quantifizierung der markierten Zellen mit

NuclearQuant wie in 4.2.3 beschrieben. Dafiir wurde unter Verwendung identischer
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Einstellungen bis zu einer Dermistiefe von 500 um quantifiziert und die Ergebnisse

auf eine Flache von 1 mm?2 normiert.

5.4.1 Mastzelltryptase positive Zellen

Mastzellen verfiigen iiber ein grofies Repertoire an Rezeptoren, Mediatoren und
Enzymen, wie Histamin, Chymase, Carboxypeptidase und proteolytische Tryptase.
Humane Mastzelltryptase gilt als bedeutender Marker fiir die Mastzellaktivierung
und als wichtiger Mediator fiir Entztindungen.

Fiir die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurde ein anti-Mastzelltryptase
Antikorper (siehe Tabelle 3.13) verwendet, der sowohl die Alpha- als auch die Beta-
Isoform erkennt.

Die vorliegenden Ergebnisse dokumentieren eine Erhchung der Gesamtzellzahl iiber
den gesamten Zeitraum von 16 Wochen nach SB-Entnahme (siehe Abbildung 5.14).
Nach 2 Wochen ist die Gesamtzellzahl um 40 % hoher als im Kontrollareal. Zwei
Wochen spater wird ein Niveau erreicht, dass um 62 % tiber dem des Kontrollareals
liegt. Danach geht die Gesamtzellzahl langsam zuriick, erreicht innerhalb der
Studiendauer jedoch kein Kontrollniveau. So wird zum Zeitpunkt 8 Wochen 32 %
Zunahme und nach 16 Wochen eine Gesamtzellzahlerh6hung von 25 %, im Vergleich

zum unbehandelten Areal, ermittelt.
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Abbildung 5.14: Entwicklung der Gesamtzellzahl bei Saugblasen-induzierter Pigmentierung

Uber einen Zeitraum von 16 Wochen wurden Stanzbiopsien von unbehandelten und SB-Arealen
entnommen. Mittels Immunhistochemie wurden Hautdiinnschnitte mit Mastzelltryptase Antikorper
gefarbt und mit der Auswertesoftware NuclearQuant analysiert. Die Gesamtzellzahl ergibt sich aus
der Summe Mastzelltryptase positiver und negativer Zellen. Aufgetragene Fehlerindikatoren sind die
Standardabweichung der ermittelten arithmetischen Mittel. Zu den Zeitpunkten 2, 4 und 16 Wochen
wurde Probenmaterial von 16 Probanden untersucht. Nach 8 Wochen erfolgte die Entnahme der
Stanzbiopsie nur bei 8 Probanden.

Bei Betrachtung Mastzelltryptase positiver (Mastzelltryptase*) Zellen (Abbildung
5.15) ist 4 Wochen nach Saugblasenentnahme ein deutlicher Anstieg von 79 % zu
verzeichnen. Der Zeitpunkt stimmt mit der grofiten Gesamtzellzunahme iiberein.
Vier Wochen darauf ist die Anzahl an Mastzelltryptase* Zellen auf 125 %, bezogen
auf das unbehandelte Areal, gesunken.

In Abbildung 5.16 sind exemplarisch mit Mastzelltryptase Antikorper gefarbte

Gefrierdiinnschnitte eines Probanden, nach repetitiver Bestrahlung, abgebildet.
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Abbildung 5.15: Mastzelltryptase positive Zellen in Saugblasen-induzierter Pigmentierung

Fir die Untersuchungen standen Gefrierdiinnschnitte der PIH-Studie zur Verfligung. Vor der
Digitalisierung und Quantifizierung wurden die Gefrierdiinnschnitte mit einem Anti-Mastzelltryptase
Antikorper gefarbt. Jeweils 3 Hautdiinnschnitte wurden pro Proband und Behandlung quantifiziert.
Die Box stellt die Ergebnismenge zwischen 25-75 % dar. Das Quadrat ist der Mittelwert der
Datenreihe und die Querlinie der Median. Minimum und Maximum sind mittels eines Kreuzes
dargestellt. Durch sogenannte Whisker (Antennen) werden Werte von 5 und 95 % (anteilig zur
Ergebnismenge) mit der Box verbunden. Datenpunkte die als Ausreifler ermittelt wurden, sind
separat aufgetragene Kreuze.
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Abbildung 5.16: Exemplarische Firbung Mastzelltryptase* Zellen

Immunhistochemische Farbung mit Mastzelltryptase Antikorper (abcam) von Gefrierdiinnschnitten
der UV-Studie. Sieben Tage nach repetitiver Bestrahlung mit SSR, UVA oder UVB. (Vergrofierung 20-
fach, Balken entspricht 100 pm)

5.4.2 CD66Db positive Zellen (CD66b*)
Das Glykoprotein CD66b ist durch eine GPI-Verkniipfung an der Zelloberflache von

humanen Granulozyten verankert. Unter normalen Bedingungen wird CD66b nur
gering auf Neutrophilen exprimiert, erst durch die Anwesenheit von
Entziindungsagonisten wird die Expression drastisch verstarkt. Auf Grund dieser
Eigenschaft stellt es einen bedeutenden Marker fiir die Granoluzytenaktivierung dar

(Torsteinsdottir et al.,, 1999; Zhao et al., 2004). Die Funktion des Molekiils in
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Eosinophilen ist grofitenteils unbekannt (De Haas et al., 1994; Eades-Perner et al.,
1998).

Fiir die immunhistochemische Untersuchung wurden Hautdiinnschnitte von
3 Probanden der PIH-Studie verwendet.

Die Quantifizierung der Proben ergibt ein sehr geringes Vorkommen an aktivierten
Granulozyten sowohl im Saugblasen- als auch im Kontrollareal. In Abbildung 5.17

sind Ausschnitte eines Probanden gegeniibergestellt, um das ermittelte Ergebnis zu

visualisieren.
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Abbildung 5.17: Exemplarische Farbung CD66b* Zellen

Immunhistochemische Farbung mit CD66b Antikérper (Novus) von Gefrierdiinnschnitten der UV-
Studie. Sieben Tage nach repetitiver Bestrahlung mit SSR, UVA oder UVB. (Vergrofierung 20-fach,
Balken entspricht 100 pm)

5.5 Lokalisation von Immunzellen in hyperpigmentierter Haut

Fir Untersuchungen zur Verteilung und Lokalisation von Immunzellen in
hyperpigmentierter Haut wurden Ubersichtsfarbungen mittels Immunfluoreszenz
angefertigt. Dabei wurden die Hautdiinnschnitte der PIH-Studie von 8 Probanden,
zum  Zeitpunkt 16 ~ Wochen  nach  SB-Entnahme, mit folgenden

Antikorperkombinationen gefarbt (siehe Tabelle 5.1).
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Tabelle 5.1: Verwendete Antikérperkombinationen, Filter und Pseudofarben fiir IF-
Ubersichtsfirbung

Primar-AK Sekundir-AK Filter Pseudofarbe

Cyb
CD45 (Kaninchen) y ) . Cy5 Rot

Ziege anti-Kaninchen
Tryptase (Maus) Alexa Fluor 546

CD14 (Maus) Ziege anti-Maus

TRITC Grin

DAPI DAPI Blau

Daraus ergibt sich eine Darstellung von einem Teil CD45* Zellen (T-Zellen, B-Zellen
und einem grofien Teil dentritischer Zellen) durch die Farbe Rot. Mastzelltryptase*
Zellen (Mastzellen) und ein Teil CD14* Zellen (Makrophagen) werden durch eine
griine Farbe abgebildet. Da Monozyten, Granulozyten und Langerhans-Zellen
gleichzeitig von dem CD45 und CD14 Antikorper erfasst werden, ergibt sich durch
die Uberlagerung der Farben, fiir diese Zelltypen die Identifikationsfarbe Orange.

Die untersuchten Biopsien weisen bei verschiedenen Probanden sehr
unterschiedliche Immunzellvorkommen im Kontroll- und im Saugblasenareal auf.
Ahnliche Beobachtungen werden in immunhistochemischen Farbungen mit der
APAAP-Methode  gemacht. Eine  Gegeniiberstellung  von  gefdarbten
Hautdiinnschnitten von zwei Probanden soll dieses verdeutlichen (siehe Abbildung
5.19). Trotz der Unterschiede in quantitativer Hinsicht werden bei allen Probanden
dhnliche charakteristische Verdanderungen hinsichtlich der Lokalisation und

Verteilung beobachtet (siehe Abbildung 5.18).
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Kontrolle

Abbildung 5.18: Cofdarbung von CD45 positiven, Mastzelltryptase positiven und CD14 positiven
Zellen; Mosaikaufnahme von der Immunzellverteilung in einem hyperpigmentierten Areal

16 Wochen nach Saugblasenentnahme wurden Stanzbiopsien des Saugblasenareals (SB) und eines
Kontrollareals (Kontrolle) entnommen. Die aus den Biopsien angefertigten Gefrierdiinnschnitte
wurden mit den Primdrantikorpern anti-CD45 (Kaninchen), anti-CD14 (Maus) und anti-
Mastzelltryptase  (Maus) inkubiert. ~Anschliefend erfolgte eine Inkubation mit den
Sekundarantikdrpern Alexa Fluor 546 Ziege anti-Maus (griin) und Cy5 Ziege anti-Kaninchen (rot).
Durch Uberlagerung von Zelltypen, die durch anti-CD45 und anti-CD14 erfasst werden, ergibt sich
fiir diese Zellen die Farbe Orange. Mit dem DAPI-Fluoreszenzfarbstoff erfolgte die DNA-Farbung. Die
Abbildung zeigt exemplarisch die reprasentativen Ergebnisse von 8 Probanden. Balken entsprechen
200 pm.

Mastzellen und Makrophagen (griin) sind homogen in der Dermis verteilt. Es kommt
nur vereinzelt zu einer Anhaufung von ca. 3 bis 4 Zellen dieser Zelltypen. CD45*

Zellen (rot) bilden haufig geballte Anhaufungen in den oberen 300 um der Dermis
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aus. Dieses Phanomen wird vermehrt bei hyperpigmentierten Arealen beobachtet.
Orange markierte Zellen (Monozyten, Granulozyten und Langerhans-Zellen)
befinden sich dabei nicht innerhalb dieser Zellballung, kénnen aber in unmittelbarer
Nahe detektiert werden. Bei Immunzellen die sich zwischen den Rateleisten
ansiedeln, handelt es sich vermehrt um CD45* Zellen (rot). Das bereits quantitativ
ermittelte dermale Infiltrat in hyperpigmentierten Arealen (durch Saugblasen

induziert) kann mit Hilfe der Inmunfluoreszenzfarbung bestatigt werden.

A B

Kontrolle Kontrolle

Abbildung 5.19: Cofdarbung von CD45 positiven, Mastzelltryptase positiven und CD14 positiven
Zellen in hyperpigmentierten Arealen; Unterschiede der Inmunzellzahl zweier Probanden
Abgebildet sind die Immunzellverteilung zweier Probanden (A und B) nach Cofdarbung von Kontroll-
und Saugblasenareal (SB) 16 Wochen nach SB-Entnahme durch Immunfluoreszenz. Dargestellt sind
CD45 positive Zellen in Rot (Cy5-Filter), Mastzelltryptase- und CD14 positive Zellen in Griin (TRITC-
Filter), sowie die Zellkerne in Blau (DAPI). Durch Uberlagerung von CD45 und CD14 positiven Zellen
ergibt sich eine weitere Farbe (Orange). Balken entsprechen 100 um.

5.6 Induzierbarkeit der Pigmentierung durch HMC1-konditioniertes
Medium

Der Mastzellmediator Histamin wurde mehrfach als Melanogenese induzierende

Substanz in in vitro Versuchen beschrieben (Tomita et al., 1993; Yoshida et al., 2000).
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In Transkriptionsanalysen (Beiersdorf interne Untersuchungen, Daten nicht gezeigt)
der PIH-Studie waren Histaminrezeptoren in Biopsien des Saugblasenareals
hochreguliert. Durch die in dieser Arbeit gewonnene Erkenntnis, dass Mastzellen in
hyperpigmentierten Arealen erhoht vorliegen (5.4.1), wurde der Frage
nachgegangen, ob ein kausaler Zusammenhang der erhdhten Anzahl von
(aktivierten) Mastzellen und der Ausbildung einer Hyperpigmentierung besteht. Zu
diesem Zweck wurden Melanozyten in Mastzell-konditioniertem Medium kultiviert.
Melanozyten von drei Spendern wurden wie in (4.3.1) beschrieben kultiviert und mit
Kulturiiberstinden von unterschiedlich stimulierten HMCI1-Zellen behandelt
(vgl. 4.4). Zuvor wurden HMC1-Zellen nach 24 h Kultivierung mit frischem Medium
(IMDM+) mit 10 ng ml! Nerve Growth Factor (NGF) oder 10 uM Substanz P fiir
30 min inkubiert.

In Vorversuchen wird der Einfluss des unkonditionierten Mastzellmediums auf die
Vitalitat, morphologische Veranderung und Melaninneubildung der Melanozyten
untersucht (n=2). Es wird keine Verdanderungen der Morphologie und der
Melaninneubildung im Vergleich zur Kontrolle ermittelt (Daten nicht gezeigt). Die
spatere Behandlung mit dem konditionierten HMC1-Medium sieht ein Medienanteil
von 33 % IMDM+ vor (siehe 4.4). Das zu einem Drittel veranderte Medium der
Melanozyten erzeugt keine Beeintrachtigung der Vitalitat (Daten nicht gezeigt).
Neben der Quantifizierung von Melanin im Kulturiiberstand und in den Zellen
wurde eine Histaminbestimmung mittels ELISA durchgefiihrt.

Die mit konditioniertem Mastzellmedium behandelten Melanozyten der drei
Spender weisen eine geringere Histaminkonzentration im Vergleich zur Kontrolle
auf (Abbildung 5.20). Bei der Verwendung von NGF als Stimulationssubstanz ergibt
sich eine Reduktion um 10 %. Fiir den Einsatz von Substanz P wird eine 30 %
Senkung des Histamingehalts im Melanozyteniiberstand ermittelt. Uber die
viertdgige Behandlung werden keine Vitaltitatsverluste oder morphologische

Verdanderungen verzeichnet (Daten nicht gezeigt).



Ergebnisse 66

300 ~
263

236

250 -

187

N

o

o
1

150 -

Histamin [ng ml]

—

o

o
1

Kontrolle HMC1 NGF HMC1 Substanz P

Abbildung 5.20: Histaminkonzentration im Kulturiiberstand von Melanozyten behandelt mit
konditioniertem HMC1-Medium

Mittels Histamin ELISA von Genway wurden Histaminkonzentrationen in den Kulturiiberstinden
bestimmt. Aus den gemittelten Absorptionswerten der Dreifachbestimmung wurde die
Histaminkonzentrationen in ng ml!' mittels Standardgeradengleichung ermittelt. Isolierte
Melanozyten von drei Spendern wurden mit konditionierten Mastzellmedium, mittels 10 ng ml* NGF
(HMC1 NGF) oder 10 uM Substanz P (HMC1 Substanz P) stimuliert, behandelt. Die abgebildeten
Fehlerindikatoren stellen die Standardabweichung der gemittelten Datenpunkte dar.

Ziel der Experimente ist es, den Einfluss von konditioniertem Mastzellmedium auf
die Melanogenese in Form von Melaninbildung zu untersuchen. Dafiir erfolgte eine
Melaninquantifizierung im Kulturiiberstand der Melanozyten und in den Zellen
selbst. Durch Absorptionsmessung wurde der Melaningehalt festgestellt und auf die
mitgefiihrte Kontrolle relativiert. Zuvor erfolgte bei der Bestimmung von Melanin in
Kulturiiberstanden eine weitere Relativierung auf die Zellzahl.

In Abbildung 5.21 wird der ermittelte Melaningehalt in % gegen die jeweilige Art der
Stimulationssubstanz ~ aufgetragen. Die Kontrollwerte entsprechen 100 %.
Unabhéngig von der eingesetzten Stimulationssubstanz steigt die Melaninsynthese
bis zu 10 % durch HMC1-konditioniertes Medium. Zusétzlich wird weniger Melanin

in den Uberstand abgegeben (siehe Abbildung 5.21).
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Abbildung 5.21: Melaningehalt im Kulturiiberstand und in den Melanozyten nach Behandlung mit
konditioniertem HMC1-Medium

Isolierte Melanozyten (n=3) wurden mit konditioniertem Mastzellmedium fiir 4 Tage inkubiert. Die
Stimulation der Mastzellen erfolgte mit 10 ng ml* NGF (HMC1 NGF) oder 10 uM Substanz P (HMC1
Substanz P). Ergebnisse fiir die Kulturiiberstinde unterliegen einer Dreifachbestimmung, deren
Resultate auf die Zellzahl relativiert wurden. Auf Grund von geringen Probenmengen konnte fiir die
Melaninquantifizierung in Melanozyten nur eine Einfachbestimmung durchgefiihrt werden. Alle
Mittelwerte wurden auf die zugrunde liegende Kontrolle (entspricht 100 %) bezogen. Die berechneten
Standardabweichungen werden mit Hilfe von Fehlerindikatoren dargestellt.

5.7 Einfluss von Substanzen auf die Melanogenese

In Kapitel 5.6 konnte gezeigt werden, dass HMC1-konditioniertes Medium einen
positiven Einfluss auf die konstitutive Melanogenese hat. Um einen direkten Effekt
der mastzellstimulierenden Substanzen auf die Melanogenese nachweisen bzw.
ausschliefSen zu konnen, wurden Melanozyten mit NGF und Substanz P behandelt.
Zusatzlich erfolgte eine Behandlung mit synthetischem Histamin.

Der ermittelte Histamingehalt in den Kulturiiberstanden von mit 10 ng ml! NGF
behandelten Melanozyten zeigt keine Abweichungen zur Kontrolle. Durch
Behandlung mit Substanz P (SP) wird eine Reduktion von Histamin um 50 %
induziert. Dieses entspricht etwa der Groflenordnung der ermittelten
Histaminabnahme bei HMCI-konditionierten Medium, mit SP stimuliert (vgl.
Abbildung 5.22). Bei mit synthetischen Histamin behandelten Melanozyten wird

weder eine Reduktion noch eine Zunahme von Histamin im Uberstand festgestellt.
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Die ermittelte Histaminkonzentration ergibt sich aus der Summe des zugefiihrten

Histamins (10 uM) und des Histamingehalts der Kontrolle.
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Abbildung 5.22: Histaminkonzentration im Kulturiiberstand von Melanozyten nach der
Behandlung mit Substanzen

In den Kulturiiberstanden von Melanozyten dreier Spender wurde die Histaminkonzentration mittels
Histamin ELISA bestimmt. Nach einer Dreifachbestimmung wurden die Ergebnisse der
Adsorptionsmessung gemittelt und anhand von einer Kalibriergeraden die Konzentrationen
berechnet. Die viertdgige Behandlung erfolgte mit 10 ng ml! NGF, 10 uM Histamin und 10 pM
Substanz P. Die abgebildeten Fehlerindikatoren stellen die Standardabweichung der gemittelten
Datenpunkte dar.

Aus der folgenden Abbildung 5.23 wird deutlich, dass eine Behandlung mit NGF in
der angewendeten Konzentration keinen Einfluss auf die Melaninneusynthese hat.
Somit wird die Steigerung der Melanogenese um 10 % (vgl. Abbildung 5.21) durch
das konditionierte Medium der Mastzellzelllinie induziert. Die Verwendung von
synthetischem Histamin hat eine starke Reduktion (17 %) der Melaninabgabe in den
Kulturiiberstand zur Folge, wahrend in den Melanozyten eine Melaninzunahme von
4 % detektiert wird. Bei der Behandlung mit Substanz P wird ein &hnliches
Melanogeneseverhalten, wie bei Mastzell-konditioniertem Medium, SP stimuliert,
beobachtet (vgl. Abbildung 5.21 und Abbildung 5.23). Aus diesem Grund ist ein

Einfluss durch Substanz P auf die Pigmentierung nicht auszuschliefSen.
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Abbildung 5.23: Melaningehalt im Kulturiiberstand und in den Melanozyten nach Behandlung mit
synthetischen Substanzen

Isolierte Melanozyten (n=3) wurden mit 10 ng ml* NGF, 10 uM Histamin und 10 puM Substanz P fiir 4
Tage inkubiert. Die ermittelten Ergebnisse fiir die Kulturiiberstinde wurden auf die Zellzahl
relativiert. Alle bestimmten Mittelwerte wurden auf die zugrunde liegende Kontrolle (entspricht
100 %) bezogen. Die berechneten Standardabweichungen werden mit Hilfe von Fehlerindikatoren
dargestellt.
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6 Diskussion

6.1 Mechanismen der UV-induzierten Pigmentierung

6.1.1 Melanogeneseaktivitit und Melaninneubildung nach repetitiver
Bestrahlung mit UVA und/oder UVB
In der Literatur wird der UVA-Strahlung die Induktion der schnellen Braunung (IPD

und PPD) zugeschrieben. Durch Umverteilung, Photooxidation und/oder
Polymerisation des vorhandenen Melanins und von Melaninvorstufen wird eine
kurzweilige grauliche Pigmentierung erzielt, die der Haut keinen Photoschutz bietet.
Die biologische Funktion der Sofortbraunung ist weitgehend ungeklart. Im
Gegensatz dazu induziert die Bestrahlung mit UVB eine stabilere Art der
Pigmentierung (DT, delayed tanning), die verzogert auftritt. Die Pigmentierung
beruht in dieser Art der Braunung auf einer Melaninneusynthese und der
Umverteilung von vorhandenen Melanin (Tadokoro et al., 2005).

Uber eine Periode von zwei Wochen wurden Areale des unteren Riicken (n=8) 10-
mal repetitiv mit SSR (setzt sich aus UVA und UVB zusammen), UVA oder UVB
bestrahlt. =~ Die  ermittelten  Ergebnisse @ zur  Melaninneusynthese  und
Melanogeneseaktivitat spiegeln sich zum grofiten Teil in bisherigen
Veroffentlichungen wieder.

Alle drei Bestrahlungsarten fithren drei Wochen nach Beginn der repetitiven
Bestrahlung zu einer Melaninneusynthese. UVB (mit und ohne UVA) steigert den
Melaningehalt signifikant um das 2,5- bis 3-fache verglichen mit der unbestrahlten
Kontrolle. Bei der Bestrahlung mit UVA wurde ebenfalls ein Anstieg des
Melaningehalts um das 2,5-fache ermittelt, jedoch ist diese Verdnderung statistisch
nicht signifikant (p=0,1). Die Melaninneubildung der Probanden bei der Bestrahlung
mit UVA unterliegt starkeren Schwankungen im Vergleich zu UVB (mit und ohne
UVA). Ein Teil der Probanden reagiert mit starker Melaninbildung auf die UVA
Bestrahlung, wahrend andere nur mafiig Melanin neusynthetisieren. Hingegen rufen
Bestrahlungen mit UVB (mit und ohne UVA) einheitlichere Reaktionen bei

unterschiedlichen Individuen hervor.
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Bisher wird beschrieben, dass die unterschiedlichen UV-Wellenldngen auch
unterschiedliche Reaktionen in der Haut hervorrufen. SSR stimuliert die Expression
von spezifischen Melanozytenmarkern, wie Tyrosinase, TYRP1 und dem
Microphtalmie-assoziierten Transkriptionsfaktor (MITF) und steigert die Produktion
von Melanin, wahrend UV A-Strahlung allein diese Reaktionen nicht induziert. Trotz
der Unterschiede im Melaningehalt wird eine d@hnliche sichtbare Braunung bei UVA
und UVB behandelten Arealen beobachtet (Wolber et al., 2008; Choi et al., 2010).
Anhand der ermittelten Mellnd der UV-Studie kann eine einheitliche visuelle Braune
bei unterschiedlichen UV-Bestrahlungen bestdtigt werden (Abbildung 5.3).
Korrelationen von in vivo ermittelten Farbwerten (Mellnd) mit dem Melaningehalt
beschreiben einen linearen Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten von
R=0,85 (Daten nicht gezeigt). Die starke Streuung, der miteinander korrelierten
Werte, erklart die lediglich hohe Korrelation. Viele Parameter konnen einen Einfluss
auf die Streuung der Werte nehmen. Zum Bespiel kann die Bildung von Erythemen,
nach UV-Exposition, durch das erhdhte Vorkommen von Hamoglobin und
Carotinoiden den Mellnd beeinflussen. Generell schliefit der fiir die Berechnung von
Mellnd zu Grunde liegende Algorithmus diesen Einfluss aus, kann jedoch bei einer
starken Erythembildung nicht ausgeschlossen werden. Weitere Griinde fiir die
Streuung der Werte sind die heterogene Packungsdichte, unterschiedliche Verteilung
des Melanins in den Strata und die variierende Zapfentiefe der Epidermis. Fiir die
sichtbare Braunung der Haut sind neben dem Melaningehalt und dessen
Zusammensetzung aus Eumelanin und Phdomelanin, die Verteilung und die
Partikelgrofie der Melanosomen wichtige Parameter (Alaluf et al., 2002). Zusatzlich
wird die Betrachtungsrichtung der Methoden zur Melaninquantifizierung als eine
Ursache fiir die Streuung angesehen. Wahrend bei der histologischen
Quantifizierung der Querschnitt der Epidermis betrachtet wird, erfolgt in der
Farbmessung die Ansicht von Oben auf die dufSere Epidermisschicht.

Fiir die Charakterisierung einer Pigmentierungsreaktion sind neben der

neugebildeten Melaninmenge, die Anzahl an Melanozyten und deren Aktivitat
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wichtige Merkmale. Das melanosomale Enzym TRP1 (oder TYRP1) wird als ein
typischer spezifischer Melanozytenmarker in der UV-induzierten Melanogenese
beschrieben. Die durchgefiihrten Immunfluoreszenzfarbungen gegen TRP1 (siehe
Abbildung 5.4) zeigen bei UVA und/oder UVB eine Verdopplung der TRP1* Zellen.
Da die Fluoreszenzmarkierung durch die Bindung eines spezifischen Antikorpers an
das melanogene Protein TRP1 erfolgt, konnen die ermittelten Melanozyten, in
gewissen Grenzen als melanogenetisch aktiv betrachtet werden. Folglich
unterstiitzen diese Resultate die Aussage, dass es auch in UVA bestrahlten Arealen,
drei Wochen nach repetitiver Bestrahlung, zu einer deutlichen Melaninneubildung
kommt. Untersuchungen von Coelho et al. (2006) und Miller et al. (2006) weisen bis
drei Wochen nach repetitiver Bestrahlung nur geringe Zunahmen an Melanin in UVB
und SSR bestrahlten Arealen auf. Erst nach fiinf Wochen wird in UVB und SSR
bestrahlten Arealen eine 2- bis 3-fache Melaninmenge erreicht. Die Grofienordnung
der Melaninzunahme stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit iiberein, jedoch tritt
eine eindeutige Melaninzunahme erst fiinf statt drei Wochen nach repetitiver
Bestrahlung ein und das mit UVA bestrahlte Areal weist keine Melaninneusynthese
auf. Studien von Choi et al. (2010) und Miyamura et al. (2006) zeigen bereits drei
Wochen nach Beginn der repetitiven Bestrahlung einen Anstieg an Melanin in UVB
(mit und ohne UVA) bestrahlten Arealen. Auch in diesen Untersuchungen wird
keine Melaninneusynthese in UVA behandelten Arealen beobachtet. Eine mogliche
Ursache fiir die Abweichung der Ergebnisse mit der Literatur ist, dass fiir diese
Arbeit ein verbessertes Protokoll fiir die FM-Farbung verwendet wurde. Die in dieser
Arbeit generierten Bilder sind aussagekraftiger als die Bilder, die den in der
Literatur beschriebenen Ergebnissen zu Grunde liegen. Mit der in den
Veroffentlichungen verwendeten FM-Methode kann kein feinverteiltes Melanin
detektiert werden, da die Farbung nicht sensitiv genug ist. Deshalb konnte die
Bestimmung des Melanins und seine Verteilung bislang nicht mit dieser Genauigkeit

erfasst werden.
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6.1.2 Induzierter Photoschutz der Haut durch repetitive UVA- und/oder UVB-
Strahlung
Es ist bekannt, dass UVA und UVB unterschiedliche Arten von DNA-Schiaden

hervorrufen konnen. UVA bewirkt vor allem oxidative Schaden von Proteinen, DNA
und Membranen, wiahrend UVB zwei Typen von DNA-Schaden bedingt (Cyclobutan
Pyrimidin Dimer (CPD) und 6,4-Photoprodukt (64PP)). Durch die fakultative
Pigmentierung, induziert durch Braunung der Haut, wird der photoprotektive Effekt
der konstitutiven Pigmentierung verstarkt. Es besteht ein inverser Zusammenhang
zwischen dem Melaningehalt und DNA-Schaden. Die Zunahme des Melaningehalts
allein stellt allerdings keinen vollstandigen Schutz dar (Young et al., 1991). Die Haut
verfiigt tiber weitere Schutzmechanismen wie zum Beispiel die Verdickung der Haut
durch eine epidermale Hyperplasie und die Verdickung des Stratum corneum
(Ausbildung einer sogenannten Lichtschwiele) (Clydesdale et al., 2001). Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen eine ausgeprédgte Hyperplasie der Epidermis nach repetitiver
Bestrahlung mit UVA, UVB und SSR (UVA mit UVB) (siehe Abbildung 5.6). Die
starkste Hyperplasie wird von UVA behandelten Arealen ausgebildet. Nach einem
induzierten starken Reiz von 1,5 MED SSR wird in UVA und SSR (UVA und UVB)
vorbehandelten Arealen eine weitere Zunahme der Hyperplasie festgestellt, die aber
keine statistische Signifikanz besitzt. Daraus lasst sich ableiten, dass UVA einen
starkeren Einfluss auf die Ausbildung einer Hyperplasie besitzt als UVB. Ein Grund
dafiir kann der viel diskutierte geringere Photoschutz durch UVA induzierte
Braunung sein, weshalb eine grofiere epidermale Hyperplasie ausgebildet wird. Es
wird berichtet, dass besonders helle Hauttypen mit geringer konstitutiven
Pigmentierung verstarkt Hyperplasien ausbilden und diese in einem hoheren Mafie
an dem UV-Schutz beteiligt sind als das in heller Haut gebildete Melanin (Hennessey
et al., 2005).

Nach Setzten des Reizes von 1,5 MED SSR (siehe 4.1.2) ist der Hamoglobin-Index
(HbInd) in den vorbehandelten Arealen SSR (¥, p=0,03) und UVA (n.s., p=0,09) erhoht
(Daten sind nicht gezeigt). Ein erhohter HbInd weist auf eine starkere Durchblutung

und geweitete Blutgefdfle in diesem Bereich hin. Das sind Merkmale fiir ein
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gebildetes Erythem, welches vor allem durch den UVB-Anteil induziert wird.
Folglich weist die Vorbehandlung mit UVB einen hoheren erythemalen Schutz auf
als die Vorbehandlung mit UVA und SSR.

In den zuvor repetitiv bestrahlten Arealen kommt es nach der Bestrahlung mit 1,5
MED SSR zu keiner zusitzlichen signifikanten Melaninneubildung oder Anderung
an TRP1* Zellen (Abbildung 5.1, Abbildung 5.5). Lediglich die starke Streuung der
Werte bei UVA-vorbehandelten Arealen ist, wie bereits nach repetitiver Bestrahlung,
auffallig. Die untersuchten Probanden gehoren den Hauttypen II und III an.
Trotzdem konnen Unterschiede in der Vorbraune (Studienbeginn) beobachtet
werden (siehe Abbildung 5.2). Das und die sehr unterschiedlichen Reaktionen der
Probanden auf die UVA-Exposition bedingen die starken Schwankungen der
Ergebnisse. Dadurch stellt sich die Frage ob es eventuell unterschiedliche
Reaktionstypen fiir die UVA-Exposition gibt. Obwohl inkonsistente Reaktionen
auftreten werden signifikante Resultate erzielt. Eine Erhohung des

Probandenumfangs wiirde helfen, die getroffenen Aussagen zu untermauern.

6.1.3 Immun- und Zellstatus nach repetitiver Bestrahlung mit UVA und/oder
UVB

Es wird mehrfach von entziindlichen Zellinfiltraten nach UV-Exposition berichtet
(Kang et al., 1994; Clydesdale et al., 2001). In den Untersuchungen wird hauptsachlich
die Infiltration der Epidermis charakterisiert. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse betrachten ausschliefslich die Immun- und Gesamtzellzahl in der Dermis
nach repetitiver Bestrahlung mit UVA und/oder UVB. Drei Wochen nach Beginn der
repetitiven Bestrahlung ist die Gesamtzellzahl in den bestrahlten Arealen zwischen
5% (SSR) und 15 % (UVB) erhoht (Abbildung 5.7.). In UVA oder UVB bestrahlten
Arealen wird eine sehr bis hochst signifikante Zunahme an CD45* Zellen verzeichnet
(Steigerung um 40 %), die gegeniiber der Behandlung mit SSR (Steigerung um 8 %)
eine deutlich groiere Anzahl an CD45* Zellen aufweisen. Um einen Zusammenhang
zwischen dem Immunzellstatus und dem neusynthetisierten Melanin nach

repetitiver Bestrahlung herstellen zu kénnen, wird der quantifizierte Melaningehalt
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der Anzahl an CD45* Zellen gegeniibergestellt (Abbildung 5.9). SSR behandelte
Areale weisen den hochsten Melaningehalt, jedoch eine deutlich geringere Anzahl
CD45* Zellen gegeniiber UVA oder UVB, auf. Der hohere Melaningehalt konnte
einen grofseren photoprotektiven Effekt als in UVA und UVB behandelten Arealen
ausiiben. Dadurch ldsst sich die geringere Entziindungsreaktion, in Form von
infiltrierten CD45* Zellen, erklaren.

Fiir die genauere Charakterisierung des Immunzellinfiltrates wurden
immunhistochemische Farbungen gegen CD14* durchgefiihrt. In den repetitiv
bestrahlten Arealen wird eine Zunahme von CD14* Zellen zwischen 42 und 48 %, im
Vergleich zum unbestrahlten Areal, ermittelt (Abbildung 5.12). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen Bestrahlungsarten wird nicht beobachtet.
Das durch CD45* Zellen charakterisierte, UV-induzierte dermale Infiltrat besteht
etwa zu 58%-69 % aus CD14* Zellen (Monozyten, Granulozyten und
Makrophagen). Der verbleibende Anteil von 31 —42 % kann T-Zellen, B-Zellen und

dendritischen Zellen zugeschrieben werden.

6.2 Charakterisierung des dermalen entziindlichen Infiltrats in der PIH

Eine Beiersdorf interne Untersuchung zeigt in hyperpigmentierten Arealen ein
dermales Infiltrat. In Gefrierdiinnschnitten der PIH-Studie (vgl. 4.1.1) wird eine
erhohte Gesamt- und Immunzellzahl, durch immunhistochemische Farbung gegen
CD45 und CD14, ermittelt. Darauf basierend werden Zusammenhange zwischen der
Hyperpigmentierung und der Entziindungsreaktion diskutiert. Eine nahere
Charakterisierung des dermalen Infiltrats dient der Aufklarung der
postinflammatorischen Hyperpigmentierung und ist Ziel der kosmetischen
Forschungsarbeit.

In den internen Untersuchungen (Daten nicht gezeigt) wird 2 Wochen nach SB-
Entnahme ein Anstieg von CD45* und CD14* Zellen um jeweils das 3-fache
detektiert. Danach nimmt die Immunzellzahl ab und erreicht 16 Wochen nach SB-

Entnahme mit einer Erhéhung von 25 - 30 % immer noch kein Kontrollniveau.
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In Veroffentlichungen wird von einem Anstieg der Mastzellpopulation in
inflammatorischer Haut und einer tragenden Rolle von Mastzellen in der
Wundheilung berichtet (Harvima und Nilsson, 2011; Koh und DiPietro, 2013;
Hernandez-Berrera et al., 2008). Aus diesem Grund wurden immunhistochemische
Farbungen gegen Mastzelltryptase, an Gefrierdiinnschnitten der PIH-Studie (n=16;
8 Wochen mit n=8), durchgefiihrt, um das dermale Infiltrat genauer zu beschreiben.
Da Tryptase als ein spezifischer Marker fiir Mastzellen gilt, konnen Mastzelltryptase
positive Zellen eindeutig als Mastzellen identifiziert werden. In den SB-Arealen wird
nach 4, 8 und 16 Wochen eine Erhohung der Mastzellzahl detektiert. Vier Wochen
nach SB-Entnahme erreicht die Mastzellpopulation sein Maximum mit der 1,8-fachen
Mastzellanzahl (total 438 +78 % Zellen pro mm? p=0,01) im Vergleich zum
Kontrollareal. Danach nimmt die Anzahl an Mastzellen ab, liegt aber noch 16
Wochen nach SB-Entnahme mit 6 % erhoht vor. Die Gesamtzellzahl ist zu diesem
Zeitpunkt noch um 25 % erhoht.

Vergleichbare Beobachtungen werden in Melasma, einer Hyperpigmentierung der
Haut nach Hauterkrankungen, gemacht. Hernandez-Berrera et al. (2008) und Na et al.
(2012) ermitteln eine signifikant erhchte Mastzellpopulation (total 173 + 57 % und 312
+ 38 % Zellen pro mm?) in der Dermis von Melasma. Das bestidtigt die Annahme des
engen Zusammhangs zwischen der Hyperpigmentierung und einer begleitenden
lokalen Entziindungsreaktion.

Eine im Laufe dieser Arbeit durchgefiihrte Co-Farbung mittels Immunfluoreszenz
bestatigt, die bisher quantitativ erlangten Erkenntnisse von dem dermalen Infiltrat in
PIH-Arealen auf qualitative Weise. Zusatzlich ermoglicht diese Farbung einen
Uberblick zu gewinnen, wie bisher untersuchte Immunzellen in der Dermis verteilt
sind. Anhand der Anordnung von Immunzellen zueinander und der Lokalisation im
Gewebe konnen Riickschliisse auf Funktionen und Interaktionen gezogen werden.
CD45* Zellen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, dendritische Zellen, Granulozyten)
treten in PIH-Arealen oft geballt in den oberen 300 um der Dermis auf. Dabei

befinden sich Monozyten nicht im Zentrum der Anhdufung, sondern werden in



Diskussion 77

ndchster Nahe dieses Zellballens detektiert. Makrophagen und Mastzellen sind in
der Dermis homogen verteilt und schliefien sich seltener zu Zellverbanden von
3bis4 Zellen zusammen. In chronischen Hautentziindungen wie Psoriasis,
Basalzellkarzinom und chronischen Geschwiiren sind Mastzellen auch erhoht
vertreten und dort typischer Weise in der Nahe der Epidermis lokalisiert (Harvima et
al., 1989). Bilder dieser Arbeit zeigen keine deutliche Lokalisation von Mastzellen in
direkter Epidermisnahe. Bei den Zellen, die nah an der Epidermis (z.B. zwischen den
Rateleisten) lokalisiert sind, handelt es sich vermehrt um CD45* Zellen.

Die Erkenntnisse in dieser Arbeit beziiglich der PIH-Studie weisen auf einen
Zusammenhang zwischen der durch SB-induzierten PIH und der Anderung im
Immunzellstatus hin. Entziindungszellen, wie CD45", CD14* und Mastzellen
infiltrieren die Dermis von SB-induzierten Wunden. Nach der dufleren Wundheilung
besteht eine Hyperpigmentierung im verwundeten Bereich. Auf Grund der
beschriebenen Beobachtungen liegt der Riickschluss nahe, dass ein Netzwerk von
zelluldren Interaktionen, zwischen den an der Pigmentierung beteiligten Zellen
(Melanozyten und Keratinozyten) und den infiltrierenden Immunzellen, eine

wichtige Rolle in der Ausbildung einer PIH spielt.

6.3 Dermales Infiltrat in PIH und UV-induzierter Pigmentierung im
Vergleich

In diesem Kapitel wird ein Vergleich zwischen unterschiedlich induzierter
Pigmentierung auf Ebene des ausgebildeten dermalen Infiltrats gezogen.

Beide untersuchte Arten der Pigmentierung (UV-induziert und PIH) weisen einige
Wochen nach Induktion der Pigmentierung, durch repetitive UV-Strahlung und SB-
Entnahme (PIH), eine erhohte Gesamtzellzahl und eine Zunahme der
Immunzellpopulation (CD45* und CD14* Zellen) in der Dermis auf (vgl. 6.1.3 und
6.2.). Zwei Wochen nach SB-Entnahme ist die Gesamtzellzahl in der PIH um 40 %
gestiegen und erreicht ihr Maximum nach vier Wochen mit 62 % Zellzahlzunahme.
Im Vergleich zur PIH ist die Gesamtzellzahl durch repetitive UV-Exposition nach

drei Wochen nur moderat um bis zu 15 % erhoht. Die Markierung von Immunzellen
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(CD45* und CD14") ermittelt eine Verdreifachung an CD45* und CD14* Zellen in der
PIH, wahrend identisch markierte Zellen in UV-bestrahlten Arealen auf das 1,5-
fache, im Vergleich zur Kontrolle, ansteigen.

Folglich weisen PIH-Areale eine stirkere Entziindungsreaktion auf als repetitiv UV-
bestrahlte Areale. Dieses Resultat ist naheliegend, da bei der PIH-Studie die
Epidermis mittels SB-Methode entfernt wird und somit einen starkeren Reiz
induziert, als eine repetitive UV-Bestrahlung mit moderaten Dosen. Nahere
Zusammenhange der unterschiedlich induzierten Pigmentierungen lassen sich aus
diesem Vergleich nicht schliefSen. Es kann aber zusammengefasst werden, dass beide
Arten der Pigmentierung mit einer lokalen, nicht unerheblichen Entziindung
einhergehen. Weitere Charakterisierungen der Immunzellen und Untersuchungen
von Entziindungsfaktoren konnen zum besseren Verstindnis des Mechanismus

fithren.

6.4 Untersuchungen zur Modulation der Pigmentierung in vitro

Beobachtungen zeigen, dass Anderungen in der Pigmentierung der Haut vielfach
durch Entziindungsreaktionen begleitet werden. Einige Entziindungsfaktoren
werden in diesem Zusammenhang als Melanogene, Melanogenese stimulierende
Faktoren, beschrieben. Der physiologische Mechanismus, der zur Ausbildung einer
postinflammatorischen Hyperpigmentierung fiihrt ist aber noch weitestgehend
ungeklart (Yoshida et al., 2000). Als einer dieser Melanogenese-stimulierenden
Faktoren wird Histamin beschrieben (Tomita ef al.,, 1993). Histamin wird in
menschlicher Haut in erster Linie von Mastzellen, aber auch von Keratinozyten,
produziert und freigesetzt. Die Freisetzung fiihrt zu einer Entwicklung einer
Entziindungsreaktion. Aus diesem Grund wird spekuliert, dass Histamin an den
Prozessen, die eine postinflammatorische Hyperpigmentierung bedingen beteiligt ist
(Yoshida et al., 2000; Lassalle et al., 2003). Zusatzlich ist, wie in 6.2 bereits erwahnt,
eine Hyperpigmentierung oft die Folge einer Entziindungsreaktion mit

proliferierenden und infiltrierenden Mastzellen in der betreffenden Hautpartie.
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In dieser Arbeit wird der Melanogenese-stimulierende Effekt von Histamin und
HMC1-konditioniertem Medium auf kultivierte menschliche Melanozyten
untersucht (n=3). Die Inkubation von Melanozyten mit 10 uM Histamin induziert
eine Melaninzunahme von 4 % in den Melanozyten und hat eine signifikante
Reduktion von Melanin im Kulturiiberstand, von 17 %, zur Folge (siehe Abbildung
5.23). Das lasst vermuten, dass Histamin inhibierend auf die Freisetzung von
Melanin wirkt. Ob die reduzierte Menge an freigesetztem Melanin der zunehmenden
Menge in den Zellen (Melanozyten) entspricht, ware zu tiberpriifen. Lassalle et al.
(2003) berichten von einer Melaninzunahme in den Zellen von 60 % nach
Behandlung mit 10 uM Histamin. In den Untersuchung dieser Arbeitsgruppe wird
der Melaningehalt mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
ermittelt und konnte ein Grund fiir die grofie Diskrepans der Ergebnisse sein. In
einer Veroffentlichung von Yoshida et al. (2000) wird der gleiche Sachverhalt
untersucht. Dort wird nach der Inkubation mit 5 uM Histamin eine Melaninzunahme
von 23 % detektiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit basieren lediglich auf
einem Versuchansatz mit 3 Melanozytenspendern. Um die Abweichungen der
ermittelten Ergebnisse zu bisher veroffentlichten Resultaten besser einordnen zu
konnen, bedarf es der Wiederholung der Untersuchung mit einem grofieren
Spenderumfang.

Fir die Untersuchung des melanogenen Effekts von HMCI-konditioniertem
Medium auf Melanozyten, wird vor der Inkubation der Melanozyten mit dem
Kulturiiberstand der Mastzelllinie HMC1, diese mittels SP (Substanz P) oder NGF
(Nerve Growth Faktor) stimuliert. SP und NGF besitzen die Fahigkeit Mastzellen zu
stimulieren, das heif$t durch Inkubation von Mastzellen mit SP oder NGF wird die
Freisetzung von Mastzellmediatoren, wie z.B. Histamin, induziert (Molderings,
2010). Mittels Histaminbestimmung wird der Stimulationserfolg bewertet. In der
Untersuchung dieser Arbeit wird weder nach Inkubation mit SP noch nach
Inkubation mit NGF eine Histaminzunahme ermittelt. Somit erfolgt keine zusatzliche

Freisetzung von Mastzellmediatoren, zumindest nicht von Histamin. Nicht aktive, zu
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alte HMCI1-Zellen konnten ein Grund dafiir sein. Das konditionierte
Mastzellmedium wird dennoch fiir die Behandlung von Melanozyten verwendet, da
sich neben Histamin eine Vielzahl anderer Mediatoren in dem Kulturiiberstand
befinden kann.

Die Behandlung mit HMCI-konditioniertem Medium induziert eine
Melaninzunahme von 6 % (SP-stimuliert) bis 10 % (NGF-stimuliert) in den Zellen
und reduziert den Melaningehalt im Kulturiiberstand um 1 % (SP-stimuliert) bis 5 %
(NGF-stimuliert) (siehe Abbildung 5.21). Ein Einfluss von SP auf die Melaninbildung
kann nicht ausgeschlossen werden, da die Behandlung mit SP allein einen Anstieg
von 10 % im Melaningehalt (in den Zellen) induziert. Das Versuchdmodel ist fiir die
Untersuchung der Wirkung von konditionierten Medien auf Melanozyten geeignet,
jedoch muss die Vitalitat und Agilitdit der verwendeten HMC1-Zelllinie abgeklart

werden.
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7 Zusammenfassung

Die postinflammatorische Hyperpigmentierung (PIH) ist eine erworbene
Dispigmentierung, die fiir die Betroffenen, speziell bei exponierten
hyperpigmentierten Hautpartien, einen psychischen Stressfaktor darstellen kann.
Um mogliche Ansatzpunkte zur Modulation dieser Dispigmentierung identifizieren
zu konnen, ist die Aufklarung grundlegender Mechanismen in der PIH Ziel der
kosmetischen Forschungsarbeit.

Es Dbesteht ein enger Zusammenhang zwischen der ausgebildeten
Hyperpigmentierung und einer begleitenden lokalen Entziindungsreaktion. Aus
diesem Grund wird in der vorliegenden Arbeit der Gesamt- und Immunzellstatus in
der PIH naher charakterisiert und quantifiziert. Zudem wird ein Vergleich zu UV-
induzierter Pigmentierung auf Ebene des dermalen entziindlichen Infiltrats gezogen.
Dafiir erfolgt zusatzlich eine Charakterisierung der UV-induzierten Pigmentierung
durch verschiedene Bestrahlungsarten mittels Quantifizierung des Melaningehalts
und Untersuchungen zum induzierten Photoschutz.

Nach repetitiver Bestrahlung wird durch alle Bestrahlungsarten (SSR, UVA und
UVB) ein 2,5 bis 3-fach erhohter Melaningehalt ermittelt. Durch Verwendung eines
verbesserten Fontana Masson Farbeprotokolls ist erstmals eine hohe Korrelation von
Melanin-Index (Mellnd) mit dem Melaningehalt moglich.

Beide Arten der Pigmentierung weisen eine Infiltration der Dermis durch CD45* und
CD14* Zellen auf, wobei bei der PIH eine starkere Entziindungsreaktion beobachtet
wird. Auch Mastzellen sind an der Ausbildung des dermalen Infiltrats beteiligt.
Deshalb wird in einem in vitro Versuchsmodel zur Untersuchung der Wirkung von
konditionierten HMC1-Medium auf Melanozyten der Melaningehalt untersucht und
eine Zunahme von Melanin nachgewiesen.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein Netzwerk von zelluldren Interaktionen,
zwischen den an der Pigmentierung beteiligten Zellen (Melanozyten und
Keratinozyten) und den infiltrierenden Immunzellen, eine wichtige Rolle in der

Ausbildung einer Hyperpigmentierung spielt.
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