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1. Einleitung

Pityri asis v ersicol or gehört zu den häuf igsten  superfi zi ell en Hautmykosen (60, 71).

Sie tri tt vermutli ch nur bei m Menschen auf, i st weltweit verbrei tet und korrel iert in

ihrer Häuf igkei t m it tropischen feuchtwarmen Bedi ngungen. Si e wurde zum ersten

Mal  1801 von  Wi lan beschrieben und 1846 v on Eichstedt al s erregerbedingte

Krankh eit weiter spez if izi ert.

1869 wurde di e Enti tät i nternation al akzeptiert und in die latei nische, engli sche,

französi sche, deutsch e und i tali eni sche Sprache übernom men(90). In der eng li sch en

Literatur i st Pityri asi s versi color auch al s„Ti nea versi col or“ bekannt (22), obwohl

der Nam e den Erkrankungen durch Derm atophyten vorbehal ten  werden sol lte (71).

Di e Besonderh eit von Pi tyriasis versicolor besteht in Pi gmentstörungen der Haut,

dabei  treten sowohl hypo- als auch hyperpi gmenti erte Hautareal e au f.

Sie fi nden sich sowohl i n bel i chteten als auch u nbel ich teten Körperregi onen und

bedeuten fü r di e Pati enten oft ein  großes Probl em, vor al lem  kosm eti scher Natur.

Zwar kom mt es nach langzei ti ger Beh andl ung zu Repigm entierungen, aber di e

Erkrankung  ist bei  em pfän gli chen  Personen sehr rezi divf reudig .„Em pfäng li ch e“

Personen si nd Patienten, bei  deren Erkrankung Prädi spositionsfaktoren ei ne gewisse

Roll e spi elen.

Zwar si nd di e neuesten  epidemi ol ogi schen Daten  bekan nt, das kl ini sche,

hi stologi sche und i mm unol ogi sche Bi l d wu rde charakteri si ert, jedoch bl ei bt die v or

über 200 Jahren beschri eben e Krankheit i n ih rem  Pathomechani sm us un verstan den.

Die Unkl arhei ten  bestehen vor al lem bezügli ch der ch arakteristi schen

Hautveränderungen.

So wurden al s Erkl ärung f ür die Hyperpigm entierungen  vergrößerte Melanosom en

in  sol chen Hautl äsi onen gefun den (5), was auf ei ne verstärkte Mel ani nsy nthese

hindeuten könnte.

Wi dersprechend hi erzu  i st di e Tatsache, das bei  Vi til ig o ei ne ähn li che

Hyperpigm entierung  auftri tt. Di ese Krankheit beruht aber auf  ei nem

autoim m unol ogisch indu ziertem völ li gen Untergang der Melan ozyten, so dass ei ne

verstärkte Melani nsynthese ni cht mögl i ch wäre (61). Es exi sti eren noch  mehrere

Hypoth esen z um Pathom ech anismus der Pityri asi s v ersicol or.

Sie werden i n dieser Arbei t i n Kapitel 3.4 („Pathom echanismen der Pityriasis

versicolor“), au sfü hrl icher beschri eben.
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Wodurch jedoch di e charakteri stischen Symptome auf  der Haut entstehen, i st

bi sl ang un bekan nt.

Dieser Probl em ati k g il t die vorl iegende Prom otionsschrif t, di e zur Klärung des

Pathomechani sm us der Pityri asis versi col or du rch Untersuchungen an hum anen

Mel anozyten beitragen möchte.



Krankhei tsbil d der Pi tyriasi s versi col or 9

2. Krankheitsbild der Pityriasis versicolor

2.1 Klinisches Bild der Pityr iasis versicolor

Die Pi tyri asi s versi col or zäh lt z u den häufi gsten  su perfi zi el len  Hef epi lzmykosen  der

menschl ichen Haut (60, 71).

Es gi bt zwei Gru ndformen des Krankhei tsbi ldes vonPityriasis v ersi col or (10, 71):

1) hy perpi gm enti erte Form von  Pi tyri asi s versi color, bei der noch drei  Unter-

Form en unterschieden werden  können:

- maku löse Form (auch erythematös bezei chnet, ggf. mi t entzündl icher

Komponente)

- peri fol l ikul äre Form

- papul öse Form  (seltener als die zwei  oben genannten  Form en)

2) h ypopi gmenti erte Form von Pityri asi s versi col or:

- Pi tyriasis versicolor al ba (P.V. al ba).

Die hyperpi gm entierte Pi ty ri asi s versi col or wird du rch m ultiple, runde, scharf

begrenzte, fei n kl ei eartig schu ppende Maculae gekennzei chnet. Am  Anf ang der

Erkrankun g erschei nen die Macul ae rötl i ch bi s hel lrosa und entstehen  peri foll iku lär

(peri fol li kul äre Form ), m it der Zei t werden si e aber dunkl er- m i lchkaff eef arbi g bi s

dunkel braun m it der Tendenz zu großf lächi ger Konf lu enz (maku löse Form ).

Bei  der Pityriasis v ersicolor alba h andel t es sich u m sch arf  begrenzte, hel lere

Läsi onen, die besonders bei  Sonnenexposition si chtbar werden, die aber auch  in

nicht l ich texponi erten Körperareal en entstehen (18).

Die hyperpigm entierten und hypopi gmenti erten  Stadien können sowohl

nebenei nander besteh en al s auch sich  ineinander umwandeln (4, 103, 121).

Besonders deutl i ch wi rd das Phänom en bei  UV-Beli chtung (die hyperpi gm entierten

Läsi onen werden z u den h ypopi gmenti erten) u nd auf  dun kler Haut, da hi er di e

hypopi gm enti erten Reg ionen lei cht si chtbar sind (80, 106).
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Aus di esem  Grunde wurde auch di ese Krankhei t Pityr iasis versicolor benannt,

wobei versicolor „Farbe wechsel nd“ bedeutet und das Farbph änomen des

Kran khei tsbil des beschrei bt.

Am häufi gsten i st di e hyperpi gmen ti erte Form.

Betroffene Pati enten klagen vor all em über di e ästhetische Beeinträchti gung der

Haut, wobei di e erythematöse, m akul öse Form  bei 33% der Patien ten mi t Juckrei z

und Brennen, besonders bei m  Schwi tzen, verbunden ist (22, 60, 71).

Foto 1:   P.V. -die h yperpigm entierte Form

2.2 Manifestationsort

Bevorzu gt werden die seborrhoischen Areale des oberen Körperstamm s, auch aber

bei  Pati enten i n tropi schem Kl i ma Kapiti l l i um, Gesi cht (vor al lem  bei Ki ndern ),

Hals und die gut durchbluteten Beugen der großen Gel enke (14, 21, 22, 158). Es

besteh t auch die Mögl ichkei t des Befal l s jeder an deren Körperregi on wi e zum

Bei spi el des m änn li chen  Geni tals, der Handi nnen fl ächen oder der Fußsoh len  (48,

60), di e nicht über Talgdrüsen  verfü gen. Bei Befall  di eser Regi onen werden  exogen

appl izi erte Li pide als Ursache di skutiert (145).

Wei tgehend n icht betroff en sind lau t Li teratur di e Schl ei mhäute, Haare und Nägel ,

wobei  al lerdi ngs Malassezia-Infektionen der Haare und Näg el sch on besch ri eben

worden sind (102, 151).
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2.3 Manifestationsalter

Am häufi gsten tritt di e Erkran kung bei Jugendli chen und ju ngen Menschen in der 2.

und 3. Leben sdekade (27, 106, 115, 132, 164) auf . Seltene Mani festationen f inden

si ch nach dem  60. (118) oder vor dem 10. Lebensjahr (54, 108, 117, 122, 153). Das

Man ifestati onsalter wi rd durch di e Veränderung der Hauptl ipi de i n der

Pubertätsphase erkl ärt (143).

Di e sel tenen Säu gli ngserkranku ngen werden durch erhöhte Tal gproduktion unter

Einf luß der m ütterli chen  Hormone erkl ärt (80, 122, 174).

2.4 Geschlechtspräferenz

Dazu exi stieren i n der Li teratur wi dersprüchli che Mein ungen. In (42, 48) wird ei ne

Häufung bei Frau en beschri eben, während (27, 87, 126, 141, 143) ei ne bevorzugte

Präval enz bei Männern fi nden.Kei ne Geschl echtspräf erenz  der Erkranku ng wi rd i n

(60, 106, 115) beschri eben.

2.5 Histologisches Bild der Pityriasis versicolor

Das histol ogi sch e Bi ld betroffen er Areale i st durch nur geri nge morphol ogi sche

Veränderungen g ekennzeich net (3), vor al lem  durch aufgel ockerte oder kompakte

Hy perkeratose, fakultati v Parakeratose, Akanth ose und ei n peri vaskul äres

ly mphozytäres Inf il trat im  oberen Kori um  (71).

Der Keim  i nf il triert das ganze Stratum corneum  u nd drin gt zwischen den

Korneozy ten, jedoch ni cht in l ebende Schichten der Epidermi s ei n (60, 134, 162).

2.6 Melaninsynthese und Pigmentstörung

Betroff ene Pati enten klagen i m Verlauf der Erkrankun g über f ehl ende

Pig mentbi ldung  in den betrof fenen Hautareal en (P.V. alba). Diese wird i nsbesondere

bei  Bel ichtu ng deutli ch, bei  der die Um gebu ng norm ale Pi gmenti erung z eig t. Di e

depi gm entierten Hautareal e neigen al l erdi ngs ni cht zu vermehrten Sonnenbränden

(146). Zur Erkl ärung dieser Pi gmen tstörungen existi eren mehrere Hypothesen:
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1. Eine posti nf lam m atori sche Hypopi gmentierung i n Analogi e zu dem  der

syphil iti schen Roseol a fol genden Leucoderm  (33)- di eses Modell  ist aber aufg rund

der fehl enden Entzündu ng nicht akzeptabel.

2. Ei n Pseudoleu koderm al s Fol ge ei ner rei n physikali schen Fi lterwi rkun g des

Pil zrasens gegenüber UV-Strahlung (169) - diese An nahm e i st wi derlegbar du rch

das Au ftreten der Erkranku ng auch i n unbel ichteteten Arealen (16) sowi e eine

vol lstän dige Depigm entierung bei dunkel häutigen Men schen  (80).

3. Tox ische Ei nf lüsse auf die Mel ani nsy nthese- si e wurden insbesondere von der

verzögert ei nsetzenden Repigm entierung abgelei tet.

Insbesondere ul trastrukturell e Untersuchungen konn ten eine selekti v-toxi sche

Schädigu ng der Melanozyten i n den Läsi onen ei ner P.V. al ba nachwei sen (24),

verbunden auch  m i t ei nem  gestörten Pigm enttransport (96, 129). Die Arbeitsgruppe

um Breathnach (24) fand ausg epräg te Verän derung en der Melanozyten bi s hin zu

deren Untergang. Andere h istochemi sche und el ektronenmi kroskopi sche Studi en

konnten di ese m el anozytotoxischen Eff ekte nicht bestäti gen (34, 47), sie

diskuti erten - bei unveränderter Zahl  und Zytologi e der Mel anozyten - eher ei ne

Mel ani nbi ldungsstörung  und ei nen gestörten Pi gmenttransport. Mi t Bi opsi em ateri al

aus den wei ßen  Veränderun gen ei ner Pi tyriasi s versicolor al ba li eß si chdi e Dopa-

Tyrosinase-Reaktion (ei n Marker für die Melan insynthese) n icht durchführen (123).

Dies kann unmi ttel bare Fol ge der m elanozytotoxischen Wi rkung  sei n, jedoch

hem mten anderersei ts Ether-Extrakte aus Schuppen material  ei ner Pi tyriasis

versicolor die Dopa-Tyrosi nase-Reaktion i n vi tro (83), was di e An wesenhei t von

Inh ibi toren der Tyrosin ase vermuten li eß. Tyrosinase-Inhi bitoren  wurden  1978 von

Nazzaro-Porro beschri eben u nd als Erkl äru ng für die Depigm entierungen postuli ert

(169). Es handelt si ch um  Dicarbonsäuren , i nsbesondere um die Azel ain säure

HO2C-(CH2)7-CO2H. Fol geuntersuchungen zei gten jedoch, dass di ese Substanzen

in  ihren  angenom menen i n vi vo-Konzen trati onen gesunde Melan ozyten in vi vo und

in  vitro nich t beeinf lu ssen  konnten (25, 144). Zudem  erbrachte der aus der

Tyrosin aseh emm ung abgelei tete therapeuti sche Ei nsatz bei  Hyperpi gmenti erungen

und i n der Melanomtherapie en ttäusch ende Ergebnisse (123). Die zu nächst
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enthusi astisch au fgenomm ene Theori e der Di carbonsäuren als Ag ens der

Depigm entierung hatte jedoch noch wei tere Schwächen:

1) Nazzaro et al. mußten zur Gewi nnung dieser Substanzen die Hefe-Zel l en erst

zerstören , denn sie si nd nur im  Zel li nneren nachzuweisen (123).

2) Die kul tu rel len  Voraussetzungen f ür di e Synthese v on Di carbonsäuren bestehen

in  der Anzuch t der Hef en i n Ol i venöl . Die Ablei tung des pathogenetischen

Pri nzi ps der PV alba aus dem Li pi dstoffwechsel  kann  aber nicht erkl ären, warum

die Pi tyriasis versi col or (alba) n icht regel haf t auf tri tt, sobald der Erreger auf der

Haut n achweisbar wi rd, sondern nu r unter besti mm ten Bedi ngungen,

insbesondere bei starkem Sch wi tzen oder h oher Luf tf euchte.

3) Letz tl ich  konnte dieses Model l auch ni cht die Farbvarietäten und die

Fluoreszenz der hyperpi gmenti erten Läsionen erkl ären.

2.6.1 Rolle der Melanozyten in der Pigmentbildung

Mel anozyten  entstamm en der Neural lei ste, sind also ektodermaler Herku nft, und

bef in den si ch an der dermal-epiderm al en Grenzf läche der Haut. Sie bi lden 2-4% der

gesamten epiderm alen Zel lpopu lati on.

Si e l eben in einer engen Symbi ose m it den Kerati nozy ten, denen sie i hr Pigm ent in

Form  von Melan osom en wei terl eiten. Di e Zahl der von Mel anozyten versorgten

Kerati nozyten wi rd al s mel ano/epi dermale Einh eit bezei chnet und beträgt 36

(Kerati nozyten pro Melanozy t).

2.6.2 Pigmentsynthese

Die wi chtigste Rol le der Mel anozyten besteht i n der Produktion des Pi gments, was

mi t vi elen an deren l ebensbedeutenden Prozessen verknüpf t ist, wi e:  dem  Schutz  vor

Lich tbestrahl ung, der Therm oreg ulation, der Steuerung der Vi tami n D Bi ldung  u nd

dem  Schutz  viel er Stoffwech sel produkte vor photochemi schen Veränderungen (81).

Es werden grundsätz li ch 3 Haupttypen von  Pigm ent gebil det: Eu- , Phäom el ani n und

Trich ochrome. Ihre Syn these i st ei n kompl exer, mul ti faktoriel l-abhängi ger Prozess,

der ausschl i eßl ich  in  Mel anosom enverläu ft.
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Eum elani n ist ein  braunschwarzer, u nlösli ch er u nd gegen v iel e Chemi kal i en

beständiger Poly merkörper i m Gegensatz  z u dem gel bl ich-rötl i chen u nd in  Al kal i en

lösl ichen Phäomel ani n. Es gibt f olg ende Hau ptun terschiede i n der Eu- u nd

Phäom el ani ngenese:

Tabel le 1 : Zusam menstell ung der Eigensch aften des Eu- und Phäomel ani ns

Eigenschaft Eumelaningenese Phäomelaningenese

Mel anosomen

Form

Struktur

el ipsoi dal

Lam el len oder Fi lamente

kugel förmi g

Microvesi kel

Melani n

Farbe

Lösl ichkei t

dunkelbraun bis schwarz

unl ösli ch in Säuren und
Al kal i en

g elb bis rötl ich-bräunl ich

l ösl ich i n Al kali en

Gehalt an:

Sti ckstoff

Schwef el

6-9%

0-1%

8-10%

9-12%

Struktur Dih ydroxyi ndole Ben zothiacine

Zwi schenstruktur Dih ydroxyi ndole Cysti nyl dopa, Gl utathi onyl dopa

Trichoch rom e si nd ph äom elanin artig e, säurel ösli che Pi gm ente, di e ei nen hohen

Anteil  an Schwefel geh alt au fwei sen.

Sie wurden i n roten Federn, aber auch in Melan omzell en gef unden (12, 19, 79).

Die ersten Schri tte in der Melan insynth ese werden von  der Ty rosi nase, ei nem

mu ltif unkti onal em  Enzym , katal ysi ert:  di e Hydroxyli erung von L-Tyrosin

(Monohy drox yphen ylalanin) zu L-Dopa (L- 3,4-Di hydrox yphenyl al ani n), al s auch

die Oxydation  von L-Dopa zu L-Dopachi non. L-Dopach inon  bestim mt einen

Verzwei gungspun kt der wei teren Syn these. In Anwesenheit von L-Cystein oder

anderen  schwefelhaltigen Verbi ndun gen entstehen Cystei nyl dopa, Benzothi aci n und

letz tendli ch Phäom elanin . Durch ei ne intramol eku lare Addi tion und einem dam it
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verbundenen Ring schl uß zu m Leu kodopachrom , das schnel l zu L-Dopach rom

oxi diert wi rd, entstehen die Vorgänger des Eum el ani ns. Bei  der Oxi dation von

Leukodopachrom  zu L-Dopachrom  wird L-Dopachi non zu  L-Dopa reduzi ert. Das

freiwerdende L-Dopa kann wei ter durch  die Tyrosinase erneut oxidi ert werden.

L-Dopachrom  ist das erste Produkt des Mel ani nstoffwechsels, das gef ärbt i st

(orangerot). Sei n Absorptionsmax im um l iegt bei 475 nm. Es ist ei n instabil es

Mol ekül  und unterl iegt ei ner spontanen Decarboxyli erung (unter Frei setzung von

CO2) zu 5,6-Dihy droxyi ndol  (DHI). DHI ox ydiert weiter i n Anwesen hei t v on

Sauerstoff  z u 5,6-Indol chi non, das spontan z u ei nem  hom opol ymeren Eumelanin

pol ymeri si eren kann. Zu sätzl ich  enthäl t das Eumelanin n och 5,6-Di hydroxyi ndol-2-

carbonsäure (DHICA). DHICA i st i m Gegen satz zu DHI stabil  u nd wi rd aus

Dopachrom  über die Dopachrom-Tautomerase gebil det. Di e Produ kti on des

Mel ani ns i st ei ne Copol ymerisation der Chi none und Indol e. Ei ne sehr verkürzte und

verei nfachte Pigm entsy nthese z eig t di e f ol gende Abbil dung 1.

Abbil dung  1: Pi gm entsynthese (138)
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2.7 Immunologie der Pityriasis versicolor

Histol ogi sch kann nur ein gering es Inf il trat aus hauptsächli ch Th-Zel l en

nachg ewi esen werden (148). Die humoral e Abwehr fäll t eher gering aus, Anti körper

der Kl asse IgG sind nur schwach erhöht (51, 71, 173). Ei ne Störung der

zel lv erm ittelten Im muni tät wurde nich t n achgewi esen (155). Die Frag e, warum die

außerordentl i ch hohe Pil zdi chte im  Stratum  corneu m, di e Grundlage der ei nfachen

Diagnosti k der Erkrankung im  Nati vpräparat i st, nur zu ei ner sehr geringen

Im munantwort sei tens des Pati enten füh rt, ist ni cht abschl ießend gekl ärt.

Gueho et al. di skutierten in ei nem  kü rzl ich erschienen Revi ew(64) di e Interakti on

von M. furfur mi t dem  z el lul ären und hum oralen Imm unsystem  bei Patienten m it

Malassezia-assozi ierten Erkrankung en. Dabei  zeigte si ch, dass i n den mei sten

Stu dien  i nsbesondere Lym phozy ten von  Pati enten mi t P.V. gerin ger auf  antigen e

Extrakte der Hef e reagi erten als gesunde Kontrol lpersonen (155). Dennoch zeigt M.

furfur Ei genschaf ten ein es Adjuvans bei  der Verabrei chung m it anderen Anti gen en,

sch ei nt also sehr wohl  i mm unsti mu latorisch wi rksam  zu sei n. Au ch die hum orale

Im mun ität bei  Erkrankungen durch M. furfur zei gt kei n ein hei tl i ch es Bil d,

Antikörper gegen M. furfur si nd ni cht m i t der Erkrankung korrel iert und auch bei

Gesunden nachweisbar (173), da die Hef e z ur resi denten Hautf lora gehört.

Insgesamt existi ert derz eit kei n einheitl i ches Konzept der Interakti on des Keim es

mi t dem  hum an en Imm unsystem .

2.8 Inzidenz

Da di e Krankhei t nur geri nge Beschwerden verursacht und of t unbem erkt verl äuf t,

kann di e Inz idenz  nur geschätzt werden.

Eine besonders hohe Inzi denz fi ndet sich i n den tropi schen un d subtropi schen

Region en. In Mexi ko (58, 59) oder Sam oa (107) erreicht sie bi s z u 50%, i n Nord-

und Mi tteleuropa dagegen nur 0,5 bis 1% (10).
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2.9 Kontagiosität

Die Kontagiosität der Pi ytri asi s versicolor i st sehr gering . Sehr sel ten werden in der

Literatur Ansteckun gsfäll e beschrieben (132, 165). 1961 l öste Burke (27) eine

Malassezia-Inf ektion bei Pati enten  mi t h ohem Corti son-Spiegel aus.

Ein e experim entel le Ansteckung ei nes gesunden Proban den erwi es sich al s sehr

sch wi eri g, so dass nicht all e Bedi ngungen einer Infekti onskrankhei t vorl iegen (52).

2.10 Prädispositionsfaktoren

Zu den bekan nten Prädisposi ti onsfaktoren der Erkranku ng zähl en:

? tropisches, feuchtwarm es Makrokli ma

? vermehrte Schweißneigu ng verursacht durch Tragen okklu siv er Kl eidu ng

(71)

? körperli ch anstrengende Tätigkeit

? sportl iche Betätigung und Sauna (61, 156)

? Al l gemeinerkrankungen z.B.:  Tuberkul ose, Hyperthyreose (141)

? genetische Faktoren

? idi opatischer oder iatrogener Hy perkortiz ism us (17, 27, 29, 84)

? Schwangerschaf t (143)

? Kontraz epti va (143)

? Fehl ern ährun g (27)

? medikam entöse Su ppressi on (27, 143)

? Anwen dung von l ipidreich en Externa (106, 145)

Mangel nde Körperhy giene sch ei nt kei nen  Ei nf luss zu haben. Es wurden Rü ckf äll e

auch  bei  sorgf äl ti ger Hyg iene beschri eben (13).

2.11 Diagnose

Pityriasis versi col or wi rd m ei stens aufgrund i hrer kl i nisch en Sym ptom e

diagnostiz iert. Die Diag nose wird durch ein e Woodli cht-Untersuchung und das

KOH-Nativpräparat ergänzt.
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Im  Woodl icht (UV-Li cht mi t ei ner Wel len länge von 366 n m) lassen si ch die

Läsi onen  durch ein e charakteri sti sche gelbli ch-g rünl iche Fl uoreszenz  nachweisen.

Dadurch kann au ch die wi rkl iche Ausdehnung der betroff enen Areal e besti mm t

werden, die z.T. bei Tagesli cht kaum sichtbar sind (71, 125).

Foto 2:  gel bli che Fl uoresz enz der P.V. Läsi onen unter UV-Licht

Im  KOH- Nativpräparat kann der Erreger -Malassezia furfur- nachgewiesen werden.

Es fi nden si ch runde 2-4 µ m große Sprosszel len , zwi schen  den en u nverzweigte

Hyphen m it ei ner Länge von 20 µ m  sichtbar si nd (18).

Foto 3: Nativpräparat (KOH+ Unitex 2B, x 400)

Von großer kl ini scher Bedeutung ist das „Hobelspanphänomen“ - ein e kleieförm i ge

Schuppu ng, di e bei m Streichen mi t einem Holz spatel  über die Läsi onen entsteht.
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Foto 4:  Hobelspanphänom en

Die Kultur wird sel ten ang eleg t und ist ni cht besonders aussagekräfti g, denn der

Keim  gehört z ur residen ten Hautf lora. Di e Veränderun gen der Pityri asi s versicolor

zei gen zwar ein e erh öhte Kei mdichte (113), al s pathogen eti sch  gil t jedoch  bislang

die Induktion von Hyphen durch unaufgekl ärte Faktoren (59).

2.12 Differentialdiagnose

Aufg run d des kl in ischen  Bi ldes der Pityriasi s versi col or soll ten folgende

Erkrankungen bei der Di agnose in Betracht ei nbezog en werden:

? Viti l i go

? Mel anoderm a

? Leukoderm a (Pseudoleukoderm a) psoriaticum

? Leucoderma syphi li ticu m

? Cafe-au-lait Flecken

? Naevus anaemi cus

? Eczem a seborrhoi cum

? Erythrasma

? Lepra pinta

? Frambösie
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2.13 Therapie und Prognose

Di e Behandlun g der Pi tyri asi s versi col or hängt von der Ausdehnung der Läsionen

ab. Topisch werden Anti m ykotika verwen det, al s besonders wi rksam erwi es sich  die

Gruppe der Azol e – z. B. Ketoconazol , Itraconazol  und Fluconazol .

Al s wichti gster Angrif fspunkt der Azole bei  Pil zen wird di e Hemm ung der

Ergosterol biosynthese betrachtet (53, 116, 137, 157). Dies erfol gt durch die

Hemm ung der C14-Demethyl i erun g der Sterol zwischenprodukte (z.B. Lanosterol)

(53, 116) i nfol ge Hem mung ei nes Cytochrom P450-abhäng igen Enzym system s (53,

72).

Au f m oleku larer Eben e gesehen, bi ndet der Sti ckstoff (N3 von Ketoconazol , N4 von

Fluconazol ) an das Häm-Eisenatom  von Cytochrom P450. Dadurch wi rd die Bi ldung

des Superoxid-Fe+3-Komplexes (Fe+3O-1), der f ür die Hydroxyl i erun g von

Methylsterol nöti g wäre, verhindert (72). Erg osterol ist das Hauptsterol  in der

Pil zzell mem bran (91, 160, 163).

Du rch den Ergosterol man gel werden zahl rei che Membran- und Barri eref unktion en

behi ndert un d gestört (72), di e Zel lm embranpermeabil ität i st erhöht, der

Metabol ismus gestört und das Wachstum  wi rd gehem mt (116, 137), was schl ießl ich

zum Tod der Zel le führt.

Bei ei ner topischen Th erapie wi rd di e Behandlu ng des gesam ten Körpers

em pfohl en, da das Hyph enstadi um auch i n der nich t betroffenen Haut erhöht i st

(wirkstoffhal ti ge Sham poos oder Lösungen).

Di e system ische Therapie (oral e Gabe von  Anti my koti ka) i st bei  ausgedehnten

Herden und häuf igen Rezi di ven i ndi zi ert.

Die Rez idiv rate i st auch nach längerer antim ykotischer Therapi e hoch und bel äuf t

si ch au f 60-80% i nnerh alb v on 1-2 Jahren .

Tabel le 2 (nächste Sei te): Sy stemi sche Th erapie der Pi tyriasis versicolor (i n

al phabeti sch er Rei hen fol ge)
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Präparat Dosierung Literatur

Fluconazol 50 m g/ über 14 Tage oder

400 mg 1 x pro Monat

Faergemann 1992

Itraconazol 200 mg /d über 5-7 Tage Delescl use 1990

Ketoconazol 200 mg/d über 10 Tage oder

400 mg 1 x pro Monat

Rausch 1984

3. Erreger der Pityriasis versicolor

3.1 Warum „ Malassezia furfur“?

Di e erste Beschreibu ng der kl ini sch en Sym ptome der Pi ty ri asi s versi col or verdanken

wi r Wi ll an. 1846 hat Carl  Ferdinand Eichstedt einen weiteren wich ti gen Bei trag zu

dieser Erkrankung g eleistet. Er f and, dass es sich um ei ne erregerbedin gte Krankhei t

handelt. Aus dem  Schu ppenm ateri al i sol i erte er„Pi l zfäden“ in  rei chl i chen Men gen,

die er wei ter ni cht kl assif iz ieren konn te, und aus di esem  Grun de auch ni cht

benan nte. Den Nam en „Microsporum furfur“ schuf  1853 Charles Robin auf grund

der opti schen  Ähnl ich keiten zu  dem Dermatophyten Microsporum audinii.

Den heutigen  Nam en „Malassezia furfur“ u nd som it die Schaff ung ei nes n euen

Genus verdankt di e „problemati sch e“ Hefe H.E. Bail lon, der si e z u Ehren des

Pari ser Pathologen Loui s Charles Mal assez so nannte.

Heutzutage gehören zu di esem  Genus (aufg rund der m olekul arbiol ogi schen,

im mu nologischen und morphol ogi sch en Daten) f ol gende Malassezia Spez ies:

Malassezia globosa (65), Malassezia obtusa (65), Malassezia restricta (65),

Malassezia slooffiae (65) und di e ni cht l ipi dabhängi ge Spez ies Malassezia

pachydermatis (20, 66).

3.2 Epidemiologie von Malassezia furfur

Malassezia-Hefen gehören z ur residenten Mikrof lora der m enschli chen  Haut (78,

176) und lassen si ch l ei cht darauf nachwei sen, dabei besonders am  Kopf (78-97%)

und am Stamm  (92-100%) (113, 127, 143), i n Tal gdrüsenfoll ikeln, extrazel lul är
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zwischen den Hornzel l-Lamell en , im  Akroin fu ndi bul um , dem  oberf l ächennahen

Antei l des Fol li kel s (104, 120, 135, 136, 162, 172).

Besonders hoch steigt die Zahl  des Erregers bei  Ei ntritt der Pubertät, sinkt dagegen

im  Al ter und im  f rüh en Ki ndesalter, was ei nen Zusamm enhang/Abhängi gkeit

zwischen Tal gprodukti on un d der Besiedlun g von di esen li pophi len Hefen bestäti gt.

Di e durchschni ttl ich e Keim zah l au f ei ner unveränderter Haut beträgt 10x103-

50x103 Keim e/cm², bei Pi ty ri asi s versi col or Pati enten dag egen bi s 450x103

Keim e/cm² (113, 172).

Di ese Zahl en verweisen auf ei ne wichti ge pathog ene Roll e vonMalassezia furfur,

die Pathomechani sm en bl ei ben aber wei ter ung eklärt.

3.3 Morphologie von Malassezia furfur

Al s Kul tur auf Di xon-Ag ar bi ldet Malassezia furfur gel bl iche Kol onien (siehe Foto),

mi t ei nem  fru chti gen  Geruch, für den die anwesenden? -Decalactone verantwortl ich

si nd (97).

Foto 5:   Kol onien von Malassezia furfur auf Di xon-Agar

Lich tm ikroskopisch werden runde un d oval e Hefez el len gefunden, di e abhängig

vom angewandten Nährm edi um i neinander übergehen können  (59, 143, 147, 152).

Es f inden si ch auch stabi le Vari anten (38, 119, 143). Die Zell wand ersch eint doppelt

konturi ert. Die runden Zell en erreichen i m Du rchm esser 2-3 µ m  un d di e oval en eine

Länge von 6 µ m. Um  di e nestförmi g un d di cht zusamm eng elagerten Zel len  bef inden

si ch kurze Hyphenelem ente. Dieses dim orph e Bi l d i st vor al l em f ür das

Schuppen materi al  von Patienten charakteri sti sch. Die Hyph enauspräg ung i n ein er



Krankheitsbil d der Pi tyriasi s versi col or 23

Kul tur zu induzi eren i st bi s jetzt Dorn (44), Nazarro Porro (123) und Faergem ann

(52) gel ungen un d nur un ter gezi el ten Kul turbedi ngungen m ögl ich .

Di e Reprodu kti on erf olgt ausschli eßl ich asexuel l. Aus einer Mutterzell e stül pen si ch

di e knospen bil denden Zel l en h ervor, wodurch das Bi l d ei ner typi schen

fl aschenförmi gen Form  entsteh t (11).

Elektron enmi kroskopisch wi rd von außen ausgehen d ei ne dicke (ca. 0,12 µ m),

meh rschichtig e (darunter elektron endichte und el ektron endurchl ässi ge Schi chten)

Zel lwand si chtbar mi t inn eren Furchen , i n di e si ch das Plasm alemm  hi nei nstül pt.

Der Inn enraum der Zell e ist vom  durch das Pl asm al em m abgegrenz ten  Protoplasma

ausgefü ll t. In der Zell e gi bt es vi ele v erschi eden e Zell org anel l en, darunter

endopl asmatisches Reti kul um, Gol gi-Apparat u nd li pidhalti ge Vesikel  (94).

Au fgrund des l am inären  Aufbau s der Zel lwand und der positi ven Di azoni um-Bl au-

Reakti on (96) wird Malassezia zu  den Basi di omyceten  gerechnet.

3.4 Pathomechanismen der Pityr iasis versicolor alba

Zum Mechanismus der Depigm entierung  der Haut i n den betroffenen Arealen

exi sti eren derzeit zwei  Hypothesen:

1) Aufgrund einer physikali schen l ich tabsorbierenden Wirkung der Schu ppen

bil det sich ein Pseudol eukoderm (92, 99, 103).

Dieser Theorie wi dersprechen aber die Depigm entierungen der nicht beli chteten

Haut (16, 80) und auch di e verzögert einsetzende Repigm enti erung (60, 142).

2) Aufgrund ungekl ärter toxi scher Wi rkungen wird di e DOPA- Tyrosi nase-

Reaktion  i nhi biert m i t der Folge einer ei ngeschränkten Melaninsyth ese (18, 34,

83, 146).

Zur Unterstützu ng dieser Theorie könnten di e beschri ebenen Veränderungen i n

der Struktur der Melanosom en dienen (5, 24, 34, 86). Diese Autoren

beobachteten i n den hypopi gm entierten Arealen  bei  normal er Melanozytenzahl

ei ne Störung des Melanosom entransfers von Melanozyten i n die benachbarten

Keratin ozyten. Die Mel anosom en  waren dabei anorm al klei n und aggreg iert.
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Außerdem wurden in  der Li teratur erregerbedingte zytotoxische Ein fl üsse auf

di e Mel anozyten bzw. ei ne In hibition der DOPA-Tyrosinase-Reaktion

besch rieben (18, 34, 83, 146).

1978 hat Nazarro-Porro ei nen Ty rosinasei nhibi tor- die Azel ai nsäure, ei ne vom

Erreger sy nthetisierte C9-Dicarbonsäure, nachgewiesen. Durch  ihre geringe

Konzentrati on in v ivo wird jedoch  die m ögl iche Hem mu ng der

Mel ani nsy nthese i n Frage gestell t (144).

Letz tl ich ist die charakteri stische Depi gm entierung der Haut bei  Pi tyriasi s versi col or

ursächl ich noch nicht befriedigen d erklärt.

3.5 Problemstellung der vorliegenden Arbeit

Wenn Tr yptophan di e ei nzig e Sti ckstoff quel le i m Nährboden vonMalassezia furfur

ist, so wird di e Bil dung von Pigm enten und Fl uorochromen durch diese Hefe

induzi ert. Malassezia-Hef en gel ten al s Krankheitserreger der Pi tyri asi s versicolor.

Das typi sche Krankh eitsbil d äußert sich in Hyperpi gm entierungen der Hau t, di e i m

Woodl icht gel b-grün fl uoreszi eren (UV-Quell e, 366 nm ). Diese können aber i m

Laufe der Erkrankung in  hypopigm entierte Läsionen übergehen, in denen di e

Mel ani nsynth ese ein geschrän kt wi rd (Pi tyriasi s versi color al ba).

Für das charakteri sti sche Krankheitsbi ld von Pi tyriasi s v ersicolor gi bt es kein e

schl üssigen Erkl ärungen. Di e vorl iegende Arbei t möch te zur Klärung des

Pathomechani sm us der Depi gmen ti eru ng beitragen. Dazu sol l en f olg ende Frag en

geklärt werden:

1) Gibt es Verbi ndungen / Sekundärmetabol iten i m Stoffwechsel vonMalassezia

furfur, die hum ane Melanozyten beei nfl ussen können ?

2) Wel cher Art i st di ese Beeinf lussung ? (Melani nsy nthese, Transport, Vital ität ?)

3) Besteht ei n pathogeneti scher Bezug zur Hauterkrankung Pi ty ri asi s versi color ?
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4. Materialien und Methoden

4.1 Malassezia furfur

4.1.1 Stämme und Stammhaltung

4.1.1.1 Referenzstamm

Bei den Untersu chungen wurde ausschl ießli ch der Ref erenzstam m CBS 1878 T

(Centraal bureau voor Schi mm elcultures, Baarn , the Netherlands) der Species

Malassezia furfur verwendet.

4.1.1.2 Anzucht und Nährmedien

Di e Anzucht des Stamm es erf ol gte auf m odi fi zi ertem  (m ) Di xon-Agar (65, 66) in

einem Brutschrank (Heraeus Hol ding Gm bH, Hanau ) bei 32?C. Di e Kul turen

wurden i n wöchentl ichen Abständen auf  frischen Agar wei terverim pf t.

Nach Gueho et al. (78) besteht der m odif iz ierte (m )-Di xon-Agar aus: 3,6%

Malz extrakt, 0,6% Pepton, 2% getrocknete Ochsengal le, 1% Tween 40, 0,2%

Gl ycerol , 0,2% Ölsäure, 1,2% Agar, Aq. dest. auf  100 ml .

Der Agar, der bei den Untersuchungen verwendet wurde, enthi elt zwecks

Kostenersparn is statt Gl ycerol  und Ölsäure 0,4% Ol ivenöl und erwi es si ch als

gleichwertig . Chl oram pheni col  und Cycl ohexi m id wurden zur Verm eidung ei ner

Kontam ination zugesetzt (siehe Tabell e 3, nächste Sei te).
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Ta bel le 3: Zusamm ensetzung des m Di xon-Agars

Inhaltsstoff Menge pro 250

ml mDixon-

Agars*

Liefer firma

3,6% Mal zextrakt 9 g Mal zextrakt-Bu il lon, Merck,

Darm stadt, FRG

0,6% Pepton (Casei n) 1,5 g Pepton aus Casein, Merck

2% Ochsengal l e 5 g Dicf o, Detroi t, USA

1% Tween 40 2,5 ml Tween 40 Atl as, Si gma,

St. Loui s, USA

0,4% Oli venöl 1,0 ml aus der Apotheke kal tsteril isi ert

1,2% Agar 5 g Agar Agar rei nst, Merck

0,04% Cycloh exi mi d 2 ml Si gm a Aldri ch, Stei nhei m , FRG

0,005% Ch loramph enicol** 0,0125 g Merck, Darm stadt, FRG

* Di e Inhal tsstoff e wurden ei ngewogen und m it Aqua dest. auf 250 ml  auf gefül lt.

** Die Stamm lösung besteht au s 6,25 m g Chl oram phen icol / 1m l H20, wurde

steri lf i l tri ert abg efül l t und bei-20?C aufbewah rt.

Di e Bestandtei le, außer Öl iven öl und Tween, wurden nach dem Ei nwieg en m it Aqua

dest. au f 250 m l aufgefül lt, bei 1 bar über 30 mi n (Mel ag Autokl ave Ty p 23, Mel ag,

Berli n, FRG) autoklaviert und auf etwa 50?C abgekühlt. Anschl ießend wurden 2,5

ml  Tween 40 sowie 1,0 ml  Oli ven öl hinz ugegeben und derferti ge Agar wurde unter

ein er Uni fl ow Bi ohazard Lami nar Fl ow Sicherh eitsarbei tsban k (Gerätety p

UVUB1200,Uni equi p Laborgerätebau, Martinsried, FRG) i n Kunststoffpetrischalen

von 10 cm  Durch messer (Nunc, Roski l de, DK) gegossen (jeweil s 10 ml  des Agars

pro Petri schal e).

4.1.3 Bildung von Pigmenten und Fluorochromen

Der Stof fwechsel  von Malassezia-Hef en weist ei ne Beson derheit auf. Ist Tryptophan

die ei nzi ge Sti ckstoff quell e i m Nährboden, so bil det i nsbeson dere di e Speci esM.

furfur ein  braunes Pi gm ent, das aus einer großen Anzahl bi sher un bekann ter

Farbstoffe und Fluorochrom e besteht (109).
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4.1.4 Kulturbedingungen

Zu r Induktion der Pigm entbil dung wurde ein transparen ter Pi gment-Agar (P-Agar)

verwendet, der kei ne Vi tam ine, Spurenelemente, El ektrol yte und Kohl enhy drate

enth iel t und nur noch au s einer Li pi dquel le und der Ami nosäure Tryptophan

bestand. Zu r Vermei dung  einer Kontami nation wurden Chl oramphenicol un d

Cy clohexi mi d zug esetzt.

Der P-Agar war f olgenderm aßen zu sam mengesetzt:  0,3 g L-Tryptophan (98%,

Sigma Ultra), 2 g Agar (Agar Agar rein st, Merck, Darmstadt), 0,05 g Cycl ohexi mi d

(Si gma Al dri ch, Stei nhei m, FRG), 1000 µ l Ch loramph enicol (Merck,Darmstadt,

FRG), 3 ml  Tween  80 (Tween 80, Si gma, Deisen hofen) und 97 m l H2O.

Di e Mi sch ung aus Cycl ohexim i d, Ch loram pheni col , Agar und Wasser wurde bei  1

bar über 30 mi n autokl avi ert (Melag  Autoklave Ty p 23, Melag, Berl in, FRG), auf

50°C abgekü hlt u nd m i t L-Tryptophan un d Tween 80 versetzt. Anschli eßend wu rde

der ferti ge P-Agar unter steril en Bedi ngungen unter der Lamin ar Fl ow Bench i n

Kun ststof fpetri sch alen von 10 cm  Du rchm esser (Nu nc, Roski lde, DK) ausgegossen

(jeweil s 10 m l des Agars pro Petrischale).

4.1.5 Pigmentgew innung und Aufreinigung

Da di e Bi l dung des braunen Pig mentes durch M. furfur tryptophanabhängi g i st,

können al s Bestandtei le Derivate di eser Ami nosäure vermutet werden.

Im  Stoffwechsel  des Tryptophans sin d zwei gru ndlegende Synthesewege für

Sekundärm etaboli te beschri eben. Zum ei nen  h andel t es si ch dabei um  di e Bi l dung

von Om mochrom en, Farbstoffe, di e bei  Gl iederf üßern als Augen-, Haut- u nd

Flügelpi gmente sowie al s Schlupf sekrete gefunden wurden  (28, 29), zum  anderen

die Bil dung von Indol en und Indolderi vaten. Zur Auftrennung und Gewi nnung

ein zel ner Bestan dteil e des Pigm entes wurden di e fol genden chromatographi schen

Methoden  für Indol deri vate ein gesetzt.

Gewinnung des Rohextraktes

Di e auf  dem  m Dixon-Agar 6 Tage l ang g ewachsene Kulturen von  CBS 1878

wurden mi t ei nem  steril en Tupfer au f P-Ag ar ausgestrichen un d danach 14 Tage bei

32?C im  Brutsch rank i nkubi ert. Während der Inkubati on verf ärbte si ch der vorher
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transparente Nährboden durch das Pi gment dunkel braun, un d unter UV-Licht bei

254 und 366 nm wurden deutli che Fl uoreszen zerschei nungen sich tbar.

Der Inhalt der Petri schalen  (jewei l s 20 Petrischal en) wurde m it ei nem

haush altsü bli chen  Püri erstab (Quel l e, Fürth, FRG) f ei nkörnig zerklei nert u nd mi t

Ethylacetat (Merck, Darmstadt) über 48 Stunden extrahiert. Der Extrakt wurde über

Gl aswol le abfi l triert. So entstandenes Fil trat wu rde m it ei nem  glei chen Volum en

Aqua dest. versetz t und ausgeschüttelt. Über ei nen Scheidetri chter trennten si ch 2

Phasen : di e obere gereini gte Ethyl acetat-Phase und di e untere Wasserphase m it

Tween - und Agarresten. Die obere Phase wurde über ei nen Rotation sverdampf er

getrocknet und i n etwa 4 m l Ethanol  aufg enom men.

Di e Vorrei nigu ng des Rohextraktes verbessert und besch leun igt den nachfol genden

Trennungsprozeß m ittels Säulenchrom atographie (Gelpermeati onsch rom atographi e

mi t Sephadex LH20).

4.1.6 Säulenchromatographie/(Gelpermeationschromatographie mit Sephadex

LH20)

Li pophi les Sephadex LH 20 (Porengröße 25 – 100µ , Si gm a) ist ein

hydroxy prol iertes Derivat des Sephadex G-25 (Pharm aci a, Uppsala, Schweden) und

wi rd für di e Gelperm eationschromatographi e, di e Normal phasenvertei l ungs- u nd

Adsorpti onschromatographie von z . B. Li piden, Steroiden, Fettsäuren, Horm onen

und Vitami nen v erwendet (73).

Über eine Mi tteldruck-Säul enchrom atographie wurde der Rohextrakt unter UV-

Li cht (Desaga-GmbH, Heidel berg , Type 131200) von 254 und 366 nm  Well enlänge

in 7 einz elne Frakti onen au fgetren nt.

Di e 7 ein zel nen Frakti onen  wurden in getrennten Gl asgef äßen auf gef angen , m i t

einem Rotati onsv erdampf er getrocknet, i n etwa 2,0 ml  Ethanol aufgen omm en und in

3 ml  Glasröhrchen ü berf ührt.
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Tabel le 4 :  Die erhal tenen Frakti onen m it i hren charakteri sti sch en Eig enschaften:

Num mer der Frakti on Menge der Frakti on (m l) Farbe/Ch arakterisi eru ng

0 300 farbloser Vorlauf

1 100 braun

2 100 gol dgelb

3 100 hell gelb

4 200 bräunl i ch

5 200 orange

6 200 blau

7 200 g elb

Di e Säule (NS29 m it Fri tte Durchm esser 30 m m, Por.1, PTFE-Küken  NS 14/2,5 m m

spitz ausg ezogen, Nutzl änge ca. 525 mm , Pfeuff er, Hann over, FRG) wurde m it der

Gelsu spension  gef ül lt. Nach Aufbri ngen des Rohextraktes (4 ml  i n Ethan ol,

entsprich t etwa 20 Agar-Pl atten) wurde eine Flash-Birne (Schott Duran, 1000 m l)

aufg esetzt, mi t dem  El utionsmi ttel  Methanol  (Merck) gefü ll t, und über ei nen

Gum mi bal l wurde Druck aufgebaut. Die Laufzeit der Säul e betrug etwa 130 mi n bei

ein em  Fluss von ca. 19 m l/mi n u nd ei nem  Elu ti onsvol umen von 2500 ml .

Sephadex  LH 20 wurde regel mäßig regen eri ert, um  verm inderte Trennei genschaf ten

durch Verschm utzu ng des Gel s zu reduz ieren. Nach jeder Chromatographie wurde

über das auf  der Säul e verbl i ebene Sephadex etwa 1 ml  2 N HCl  auf geschichtet.

Nach dem Einsickern wurde di e Säule mi t f ri schem Methanol  gespül t, bi s der pH-

Wert neutral  wurde.

4.1.7 Analytische und präparative Dünnschichtchromatographie

Zur weiteren Auftrennung der Indol-Derivate wurde ei ne

dünnschichtchromatographi sche Trenn ung herangezogen (57).

Jede Fraktion wurde danach auf DC-Platten Kiesel gel  60 (Merck) auf getrennt. Di e

Substanz en wurden mi t Hi l fe ei nes Camag Li nomat IV auf getragen u nd m it dem

Laufm ittel Tol uol-Ethyl formi at-Am eisensäure i m  Verh ältni s 10: 5:3 entwi ckel t

(Laufkam mern: Desaga, Hei delberg; Fi lterpapier: 20 x 20 cm , Cam ag, Mutten z,

Schweiz).
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Tabel le 5 :  Ei nstel l ung des Li nomaten zur anal ytischen  DC-Trennung der

Fraktionen:

Plattenbreite 200 mm

Bandbrei te 10 mm

Auf tragsgeschwi ndi gkei t 7 sec/µ l

Startposition horizontal 10m m

Startposition verti kal 20 mm

Zwi sch enraum 7 mm

Auf zutragen des Vol umen 20µ l

Druck Hauptventil ?  100 bar

Druck Reduzi erv enti l 5 bar

Tabel le 6 : Ei nstell ung des Li nomaten z ur präparativen DC-Trennung der

Fraktionen:

Plattenbreite 200 m m

Bandbrei te 180 m m

Auf tragsgeschwi ndi gkei t 4 sec/µ l

Startposition horizontal 10mm

Startposition verti kal 20 m m

Zwi sch enraum 0 m m

Auf zutragen des Vol umen 300µ l

Druck Hauptventil ?  100 bar

Druck Reduzi erv enti l 5 bar

Anschl ießend wurde jede einz eln e Frakti on über die Beschrei bung der DC-Pl atten

im  si chtbaren Lich t un d UV-Lich t bei 254 un d 366 nm sowie di e Rf-Werte

(Quoti ent aus der Entf ernung  ei ner Substanz vom Startpunkt und Laufmittelstrecke)

charakterisi ert.

Di e auf getrennten Banden wurden angezei chn et, m it einem  Ein malskal pell

ausgekratzt, im  Mörser f ei n zerklei nert und m it Ethyl acetat und Wasser mehrmal s

geschü ttelt. Dadurch li eßen sich 2 Phasen trenn en: di e obere Eth ylacetatphase mi t

dem  Pi gmen t und die untere Wasserphase m it dem abgesetz tem  Ki eselg el .

Anschl ießend wurde die Pi gm entphase abpipettiert, zur Bi ndung v on Restwasser m it
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Natrium sul fat (Flu ka Bi oChemi ka, Buchs, Schwei z) versetzt und bei  25°C m it 4000

U/mi n über 5 m in zentri fugi ert (Programm  5, Hettich Zentri fuge, Rotana RP). Der

Überstand wurde i n ei n 4m l-Gl asröhrchen  (neoLab Autosampl er Vi als, Heidelberg,

FRG) überf ührt und unter ein em Stickstoffstrom in  ei nem  Techne DRI-Bl ock DB 3

(Therm o Dux, Heidelberg ) bei  40?C getrocknet.

4.1.8 Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie (High Performance Liquid

Chromatography, HPLC)

Zur Isoli erung der Bestandtei le der Sephadex-Säul en-Fraktionen wurde di e

präparative HPLC angewendet. Di e erhaltenen Unterf rakti onen wurden mi ttels

anal yti sch er HPLC auf Reinheit untersu cht.

Präparative HPLC

Durch präparati ve HPLC können  die trotz Vorreini gung noch recht kompl exen

Sephadex-Säul en-Frakti onen (durchschni ttl i ch 5–10 Kom ponenten) über ei nen

Gradi enten m it einer Li Chrospher-RP8 Säule (Merck, Darm stadt, 30x250 m m) m it

entsprechender Vorsäule getrennt und in grösseren  Mengen rei n dargestel l t werden.

Al s Gradi entenpu mpe di ent die Gil son Masterpu mpe M305 gekoppelt mi t ei ner

Pum pe Gil son  Model l  302 (Gi lson, USA) m it jeweil s ei nem  präparativen 50m l/m in

Pumpenkopf, gesteuert von einem Gil son 802-Modul . Die Detekti on erf ol gt m ittels

UV-Detektor (Holochrome, Gi lson) bei  220 nm, di e Chromatogramm e werden

mi ttel s XY-Schrei ber auf gezei chnet. Der verwen dete l ineare Gradient (180 m in)

läuf t von 0–100 % Acetoni tril  bzw. 100–0 % Wasser (Lösung smi ttel  si nd Gradi ent

Grade von Merck, Darm stadt). Di e Flussrate beträgt 5 m l/mi n, di e el uierenden

Verbi ndung en werden mi ttel s Frakti onensamm ler (Super Frac, Ph arm aci a Bi otech)

kontin uierl ich i n 180 Fraktion en von je 5 m l au fgef ang en und anschl iessend

lyophil isiert (Lyovac GT2). Die Fraktion wurden n ach Ch rom atogram mv erl auf,

Farbe un d Fl uoresz enz kom bin iert, l yophi l isiert und nach an aly ti scher HPLC ei nes

Al i quots n ochm al s m i ttel s eines i m  Verl auf fl ach eren und gespreiz ten  Gradienten

wei ter auf getrennt. Auch hi er wurden entsprechende Fraktionen verei nigt un d erneut

lyophil isiert. Mit dem  verwendeten  Verfahren der kontin uierl ich en Gewi nnung  der

Fraktion en konnte si chergestell t werden, dass kei ne el uierende Substan z verl oren

ging . Ansch li eßend wurde ei n Al iquot z ur anal yti schen HPLC verwendetund bei
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ausreichender Rei nhei t i m Zell kul turversuch ei ngesetzt bzw. oder per Express unter

Sti ckstoffatmosphäre auf  Trockeneis zur Strukturau fklärung an den

Kooperationspartner i n München geschickt.

Analytische HPLC

Zur analyti schen HPLC wi rd ei ne Rev ersed-Phase-Säule (RP-18, 4 × 250 m m,

stati onäre Phase Sh andon ODS Hypersi l 3 µ m , Li fe Science Internati onal  LTD,

Cheshi re, Engl and) verwendet. Di e Elution erf olgt mi ttel s Hochdru ck-Gradi enten

(Gynkotek Gradi entenpumpe 480, Gynkotek, Germ ering). Al s mobi le Phase wi rd

Acetoni tril-Wasser (l in earer Gradien t von 0 – 100% Acetoni tril  bzw. 100 – 0%

Wasser über 100 mi n) bei einer Flu ssrate von 1 m l/m in ei ngesetzt. Di e Detekti on

elui erter Substanz en erf olgt bei 220 nm (Detektor UV-Detektor 785, bai, Bensh eim ),

die Chrom atog ram me werden mi ttel s eines Th erm osch rei bers (Gynkotek C-R 6A

Chrom atopac, Gy nkotek, Germeri ng) bei  einer Schreibergeschwi ndi gkei t von

2mm /m in  auf gezeich net. Der Probenauf trag erf olgt m i ttels eines Autosam pl ers

(Alcott Modell  738, Bischoff  Anal ysen techn ik, Leonberg) i n ei nem  Vol um en von

100 µ l.

4.1.9 Weitere chemisch -analytische Methoden/Strukturaufklärung

(AK Prof. Steglich, Organ. Chemie, LMU München)

Di e aus Gi eßen  erhal ten en Proben werden i n München mi ttel s1H- und 13C-NMR

(600MHz), Massenspektroskopie (HRMS) sowie FT-IR-Spektroskopi e analysiert.

Zu r Auf nahme geei gneter Massenspektren  stehen verschi edene Ioni sationsm ethoden

zur Verfügung (EI, ESI, FAB und CI). Zur Strukturaufklärung sollten di e Proben

ausrei chend rei n sein u nd ei ne Mi ndestm enge von  0,5 mg  nicht unterschreiten.
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4.2 : Melanozytenkultur

4.2.1 Kulturverfahren

Hum ane Vol l haut (überschüssi ge Hautantei le n ach operativen Eingrif fen) wurde

unter steri len Bedin gungen von Fettgewebe bef rei t und 10 m al in  Phosphatpuffer

ohne Cal ci um  und Magnesium  gewaschen . An schl i eßend wurden die Proben auf

ein er planen Oberf läche f ix iert und mi t Hi l fe ein es Derm atom s kl eine Hautstücke

von 5 mm  Breite u nd 2 cm Länge abgeh obel t. Bei sehr kl ei nen Hautproben entf i el

dieser Präparationsschritt. Die Hautstücke wurden 2 Std. bei 37°C bzw. über Nacht

bei 4°C m it 0,25%-i ger Trypsin lösung behandel t und anschl ießend di e Epiderm is

von der Dermi s getrenn t. Di e epiderm al en Zel l en wurden m ech ani sch  durch

Pipettieren i n Hank`s-Mediu m m it 10% fötal em  Käl berserum  u nd 1%

Peni zil l in/Streptom yci n su spen diert. Die Suspensi on wurde gefi ltert un d

zentri fugi ert (10 Mi nuten, 200g, bei  Raumtem peratur). Das Zell pel let wurde in

Mel anozy ten-Medi um (F10-Nutrient-m edi um  mi t 5% fötal em Kälberserum , 1%

Peni zi l l in/Streptomy cin, 85 nmol /l  TPA, 0,1 n mol /l  IBMX, 2,5 nm ol /l  Cholera-

Toxin) resuspendi ert und zur Unterdrücku ng des Fi brobl astenwachstum s mi t 100

µ g/ml  Genetici n versetzt und 48 Std. i n ei ner 10%-ig en CO2-Atmosphäre bei  37°C

inku biert (die Ei nwi rkzeit darf  höchstens 48 Std. betragen). Die Kultur wurde i n

Zell lkulturf laschen (Grei ner, Fri ckenh ausen) ausg esät und bei  37°C i n 10% CO2-

Atmosphäre i nkubi ert. Das Kul tu rm ediu m wurde von Beginn an 3 m al  in der Woche

gewechsel t.

Di e Zell en wurden solange passagi ert, bi s die für al le Versuche entsprechende

Zell zahl  errei cht wu rde. Di e weitere Aufzu cht der Melanozytenkul tu r erfol gte in

großen Zell kul tu rfl aschen (Poly styren, 175 cm2) bei 5% CO2 Begasung. Al le 3 Tage

wurde das Medi um gewech sel t (30 m l/Fl asche);bei  begi nnender Konfl uenz des

Zell bewuch ses (etwa all e 14 Tage) wurden di e Zel len  passagi ert. Ansch li eßen d

wurden die Zel len in  1,5 ml  Röhrchen (Grei ner, Fri ckenhausen) ei ngef roren und vor

den Versuchen i n der entsprechenden Menge auf getau t.

Al l e Zell kul turarbei ten m i t Mel anozyten wu rden bei mögli ch st weni g Lichtein fal l

durchgef ührt, um di e Exposi ti on der Zell en  gegenüber UV zu mi ni mi eren un d den

Zerf al l des TPAs i m Medi um zu verm eiden.



Materi ali en und Methoden 34

4.2.2 Gew innung einer reinen Melanozytenkultur

Di e prim ären Melanozytenkul tu ren si nd of t mi t Keratin ozyten und Fibrobl asten

kontami niert. Das Kerati nozytenwachstum  kann erfol greich durch TPA unterdrückt

werden. Fi brobl asten werden selekti v du rch den Zusatz von Gen eti ci n gehemm t

(68).

Zwecks Vernichtung  der Fibroblasten i n der Mel anozytenkul tur wurde 150µ l

Genetici n (100 µ g/m l , Si gm a, Münch en) auf ei ne 75 cm2 -  Zel l kul tu rf lasche

(Endkonzentration 100µ g/ml ) zugegeben, und die Zell en wurden darauf hin 48 Std.

inku biert. Danach wurde das Geneti ci n-hal tige Medium  durch Lerner-Medi u m

ersetzt und di e Zell en wurden wi e oben besch ri eben wei terkul tivi ert.

4.2.3 Passagieren von Melanozyten

Dazu wurden di e Zell en n ach dem Abg ießen des Mediu ms mi t 10 m l 0,25% Trypsi n

in HBSS m it 1% P/S abg elöst (2-3 mi n bei  37°C i nkubi ert) und i n ein 50m l

Zentrif ugenröhrch en pi petti ert. Di e Zel l kulturf lasche wurde 2 m al  m it je 5 ml  HBSS

mi t 10% f etalem  Käl berserum  (FKS) und 1% P/S nachg espül t und di ese

Restz ell suspensionen i n das Zen trif ugenröhrchen pi petti ert. Durch FKS wird

Try psi n inakti vi ert. Di e Zel len wurden zen trif ugi ert (10 m in  bei  200g), das Pel ett i n

10 ml  vom f ri schen Medi um  aufgenomm en. Di e entstandene h omog ene Suspensi on

wurde  i m Verhäl tni s 1: 2 auf geteil t („gespli ttet“) und neu ausgesät.

Tabel le 7 : Zusamm enstel l ung der in  der Zel l kultur verwendeten Volum i na

Kul turfl asche Kl ei ne (25 cm ²) Mi ttl ere (75 cm ²) Große(150cm²)

Kul turm edi um 5 ml 15 ml 30 ml

Waschen mi t PBS 5 ml 10 ml 15 ml

0,2% EDTA(Ti tripl ex III) 1 ml 2 m l 4 ml

Try psi n-Lösung 1 ml 2 m l 3 ml

Medi um 5 ml 10 ml 15 ml

Lösung m it fetal em

Kälberserum

2 ml 3 m l 4 ml
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4.2.4 Einfrieren von Melanozyten

Nach dem Abgießen des Medi um s wurden die Zel len  abgelöst und in ein em 50 m l

Röhrch en zentri fug iert (Vorgang gl ei ch wi e bei m Passagi eren der Zel l en). Danach

wurde das Ei nfrier-Medi um  (50% fetal es Käl berserum, 40% Medium  MGM-M2,

10% DMSO) zugegeben, und dari n wurden die Zel len  sorgfäl tig suspendi ert.

Anschl ießend wurde jewei ls 1 m l der Su spension  in ein  1,5 m l  Röhrchen

(„Ampul le“) überfüh rt un d i m Kühl fach bei –80 C° ei ngef roren. Bei dieser

Temperatur verbli eben di e Melanozyten 1 bi s 2 Tage und wurden anschl ießend i n

einen Sti ckstof fbehälter (-220°C) umgelegt.

4.2.5 Auftauen von Melanozyten

Di e aus dem Stickstoff behälter genom menen Am pul len  wu rden  im  Wasserbad bis

zum Auf tauen gelassen  und sofort danach i n 50 ml  Zen trif ugen röhrchen m it 5 m l

Medi um  aufg enom men. Danach wurden die Zel l en 5 m i n z entri fug iert (1200

Um drehu ngen/m in ), gez ählt und f ür entsprechende Versuche ausgesät.

4.2.6 Verwendete Kulturmedien

4.2.6.1 Melanozytenmedium nach Lerner

Di eses Medi um  bestand aus: Nutri ent Mixture F 10 (HAM) m it L-Gl utam in (500

ml , Gi bco, Eggenstei n), TPA = Phorbol-12-My ri state-13-Acetate (1 mg , Si gm a,

Deisenhofen), IBMX = 3-Isobutyl-1-Methyl-Xanti ne (100 mg , Si gm a,

Dei senhofen ), Chol eratox in (1 mg, Calbi ochem , Bad Soden), i nakti vi ertem  f etalem

Kälberserum  (Gibco, Eggen stein) und Gentam yci n (100 m l , Sigm a, Dei sen hofen).

Di ese Bestandteil e wurden vor dem Gebrauch in entsprechenden Konzentrationen

vorbereitet (außer f etal em  Kälberserum und Antibi otika) und ei ngef roren.

Eine Am pul le TPA wurde in  200µ l  DMSO gel öst (5 m g/m l), davon wurden 100 µ l

in 9900 µ l HAM gegeben (50 µ g /m l) und portioni ert unter Li chtausschluss

eingef roren (6 Monate haltbar).

Das IBMX wurde i n 9 ml  Ethanol  gel öst (11,1 mg / ml ) und porti oniert eingef roren.
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Das Choleratoxin  wurde i n Aq. dest. gelöst (100 µ g/m l), steri l  fi ltri ert und

portioni ert eingef roren.

Von den so erhal ten en Stamm lösungen wurden fol gende Mengen, je nach

Medi umm enge (50, 100, 500 m l) zugesetzt.

Tabel le 8 : Zusam mensetzung der Bestandteile im  Lerner-Mediu m nach

verwendeten Volum ina

Nutri ent Mixture

F 10 HAM

50 m l 100 ml 500 ml Endkon zentrati on i m Medi um

TPA 52 µ l 104 µ l  520 µ l  85 nM

IBMX 100 µ l 200 µ l 1 ml 0,1 m M

Choleratoxi n 4,2 µ l 8,4 µ l  42 µ l  0,1 nM

Fetales Kälberserum 2,5 ml 5 m l 2 5 ml 5%

Gentamycin 500 µ l 1 m l 5 ml 1%

Das Lerner-Medi um  war n ach der Anf ertig ung 2 Wochen bei 4°C und im  Dunkel n

stabil .

4.2.6.2 Kommerziell bezogene Medien

Di e kom m erz iell en Medi en („Ready to u se Medi ums“) wurden von  der Fi rm a

Prom o Cel l (Hei del berg) bezogen . Diese Medi en bestanden aus ei nem  Basalm edi um

(500 m l ) und einer Supplem entm ischung („Supplemen tMix“) (10 m l), di e zu dem

Basal medi um un mi ttelbar vor der Verwendung zugesetzt wurde.

Das Basal medi um  wurde bei  4°C und das Suppl em ent bei –20°C im  Dunkel n

aufbewahrt. Nach der Zu gabe von Suppl ement waren  di e kompletten Medi en 5

Wochen  bei  4°C un d im  Dunkel n haltbar.

4.2.6.2.1 Melanocyte Growth Medium M2 (MGM2)

Di eses Medi um  ist serumf rei  und enthäl t weder PMA (Phorbol-Myristate-Acetete)

und TPA (Tetr a-Phorbol-Acetate) noch andere m ögli che Mi togene.

Nach der Zu gabe des Suppl em ents enthält das Medi um fol gende Konzentrati onen an

Wachstum sfaktoren:
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Tabell e 9 :  Wachstum sfaktoren des MGM2-Medi um s

Wachstumsfaktor Endkonzentration
pro ml Medium

Endothel ial Cel l Growth Suppl ement /Heparin  (ECGS/H) 0,4%

Fetal es Käl berseru m 2%

Epidermal Growth  Factor, hum an, recom binant 0,1 ng/ml

Hydrocortison 1 µ g/ml

Basic Fibroblast Factor, h uman , recombi nant 1 ng/ml

Amph otericin B 50 ng/m l

Gentami ci n 50 µ g/ml

4.2.6.2.2 Melanocyte Growth Medium (MGM)

Das Melan ocyte Growth  Medium  enthäl t im  Verg lei ch zu MGM2-Medium  sowohl

PMA al s au ch Phenol red und wurde zu r radi oaktiven  Mel ani nbesti mm ung

verwendet. Nach der Zugabe des Suppl emen ts enthält das Medium  f olgen de

Konzentrationen von Wachstu msf aktoren:

Tabell e 10 :  Wachstum sfaktoren des MGM-Medi um s

Wachstumsfaktor Endkonzentration

pro ml Medium

Basic Fibroblast Factor, human , recombi nant 1 ng/m l

Bovi ne pi tui tar extract, 13 mg/ml 0,004 ml /m l

Phorbol 12-Mri state 13-Acetate 10 ng/m l

Phenol red 0,62/m l

Insul in 5 µ g/ml

Hydrocorti son 0,5 µ g/ml

Am photeri ci n B 50 ng/m l

Gentami ci n 50 µ g/ml
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4.2.6.2.3 Modifiziertes Melanocyte Growth Medium (MGM)

Zu sätzli ch z u den oben beschriebenen Wachstumsfaktoren i m MGM-Medi um wurde

noch 100 µ l  ß-Mercaptoethanol pro 500 ml z ugesetzt. ß-Mercaptoethanol dient zur

Stabi l isierung von SH-Gruppen. Di eses Medium wurde bei  der radi oaktiven

Mel ani nbestim mu ng verwendet.

4.2.7 Z usätze zu den Zellkulturmedien (Wachstumsfaktoren, Hormone,

Vitamine)

Mit den heute zur Verfügu ng stehenden Kulturbedi ngungen könn en Mel anozyten

aus klei nen Hautproben gewonnen und herang ezüchtet werden, um  genügend Zel len

für experim entell e Untersuchungen z u erhalten.

Mit der Mögl ichkei t der Gewinnu ng einer rei nen Mel anozyten kultur (46) wurden

die Kenntni sse über die Wirkung sm echanismen der gebräuch li chen Medi umaddi ti va

und di e speziell e Bedeutung der jeweil ig en Substanz en verti ef t.Zu den wi chtig sten

Medi enzu sätze zähl en: Rinderhypophysenextrakt (170), 4-O-Methyl-12-O-

Tetradecanoyl-Phorbol-3-Acetat (TPA), Choleratoxin  (46, 98), der basische

Fibroblasten- Wachstumsfaktor  (69, 70) und Isobutylmethylxanthin (IBMX)

(98).

Di e mi togene Wi rkung von Rinderhypophysenextract (BPE) wird auf dessen

hohen Gehal t an basi schem  Fi broblasten-Wachstu msf aktor (bFGF) zurückgef ührt

(56).

TPA bewirkt rezeptorverm ittel t phänotypisch reversi ble Zel ltransform ati onen durch

die Aktivi eru ng der Seri n/Threoni n-spez if ischen Protei nkinase C (32, 41, 43).

Choleratoxin i st ei n guter Wachstumspromotor epithel ialer Zell en , stam m t von V.

chol erae und aktivi ert irreversi bel  di e Adenyl atzykl ase. Das Toxin durchdrin gt di e

Zell membran un d addi ert cov alent di e ADP-Ri bosy lgruppe von intrazel lu lärem

NAD+ an die Al pha-Untereinheit von Gs-Protei nen. Di e irreversibel m odi fi zi erte

Gs? -Ei nhei t akti viert die Adenyl atz yklase, ohne GTP h ydrol i sieren  zu könn en. Som it

blei bt GTP an Gs?  g ebunden und di e Adenyl atzykl ase ständig  akti v. Unter der
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Wi rkung  Choleratoxi ns kann der i ntrazel lu läre cAMP-Spi egel um mehr als das

100fache gesteigert werden (31, 74, 85). Wi rd zugl eich der Abbau von cAMP durch

die Hemm ung der Phosphodiesterase m it Isobutylmethylxanthin (IBMX)

gehemm t, kann der Eff ekt v on Chol eratoxi n noch gestei gert werden (1).

Melanozytenstimulierendes Hormon (MSH)

Al pha-MSH ist ei n Pepi thormon  m i t 13 Ami nosäuren , dessen Pri märstruktur mi t

dem C-Term inus von  ACTH i denti sch ist. Es wi rd bei  Wirbel ti eren i n der Pars

interm edi a aus dem  Vorl äuferm olekül Proopiomel anocortin  hydrol yti sch  gebil det

und bewirkt i n der Haut v on Am phibien und Fi schen die Ausbrei tu ng der

Mel anophoren. Sei ne Rol l e bei  Säu gern und spezi el l bei  Menschen ist n och ni cht

gänzl ich  g eklärt. Es erhöh t di e Tyrosinaseaktivi tät über ei nen cAMP-m edi i erten

Mechanismus (6, 55, 76). Da i nzwischen ei ne Rei he wei terer Fun ktion en von Al pha-

MSH bekannt si nd wi e z.B. di e Modulati on der im munologi sch en Reakti on, wi rd es

auch al s ubi quitäres Zytokin m it pigm entstim ul ierenden Ef fekten angesehen (128).

Es konnte auch gez eig t werden, dass es bei m Mensch en wahrschei nl ich  au ch in der

Haut gebi ldet werden kann u nd durch UV-Strahl en i nduzi erbar i st (15).

Steroidhormone

Mel anozyten reag ieren auf v erschiedene Steroi dhorm one. Hy perpi gm entierungen

bei  Schwan geren sin d hi erfür ei n kli ni sch es Beispi el (154). Die

Hyperpi gmenti erungen korrel ieren mi t dem Östrogenspi egel . Progesteron und

Androgene haben ähnl ich e Wi rku ngen. Welch e funkti onel le Rol l e Steroi dhormon e

und di e besonders bei  Melanomzel len vermehrt auf treten den Steroidrezeptoren

spielen, i st noch unkl ar (49, 36).

Insulin wi rkt bei  zahl rei chen Zel lspezi es rezeptorverm ittelt als Indu ktor der

Zell proli ferati on. Di e Zell en reagi eren i nnerhal b wenig er Mi nuten auf den Zusatz

von In sul in durch eine erhöh te Gl ucoseaufnahme. Für diese Sorfortreaktion i st kei ne

de-novo Proteinsynthese n otwendig . Die Bi ndung  v on Insul in an  den

mem branständi gen Rezeptor i nduzi ert die v erm ehrte Fusion permeasehaltiger

Vesi kel n m i t der Zell m embran  (39). Während für di e Erhöhun g der

Gl ukoseaufn ahmerate sehr ni edrige Insuli nkonzentration ausrei chen (10-9-10-10

mol /l ), sin d f ür die Wach stum s-Sti mul i erung  etwa 10-7 mol /l  Insul i n notwendi g. Der
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Rezeptor f ür Insuli n hat ähnli ch wi e der EGF- Rezeptor Tyrosin -spezi fi sche

Protein kinaseakti vität (88). Man ni mm t an, dass di e Phosphoryli erung versch iedener

zytosoli scher Protei ne die Grundl age der Wach stum sförderung bil det. Die Identi tät

und Funktion der phosphory li erten Protei ne si nd noch nicht vol lstän dig bekannt.

Vitamin D3 (Cholecalciferol) erh öht in Kul tu ren menschl icher Mel anozyten di e

Ty rosi nasesynthese und erhöht die Dendritenz ahl . Da Vi tami n D3 photochemi sch

unter UV-Einwi rkun g gebi ldet wird, könnte di es zum  Tei l di e sonnenbedi ngte

Hautbräunung erkl ären (161). Bei  Studi en m it Melan ozytenkulturen aus dem

Präputiu m von Neugeborenen kon nte diese Wi rkun g weder bei  bi ol ogisch aktiv em

Vi tami n D3 noch bei  Metaboli ten des Vi tam i n D-Stoffwechsels gef unden  werden

(105). Andere Autoren wi ederum zei gten , dass Vitam in D3 von Melanozyten

intern ali si ert werden kann  und an spezi fi sche Rezeptoren bi ndet (140). In

Mäusehaut bewirkt Cholecalciferol eine Erhöhun g von Dopa-positi ven Mel anozyten

(2, 128). Die widersprüch li chen Aussagen lassen  zur Zei t noch  kei nen endgü ltigen

Schluß über di e Bedeutung von Vi tam in D für die Kontrol le der Melanogenese zu.

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) i st identisch m it Urogastron, einem

Faktor, der ursprüngli ch aus Urin i sol iert wurde und die Sekreti on von Magensäure

inh ibiert (62). EGF wird in sehr unterschiedli chen Organen g ebil det und wi rkt nich t

spez iesspezi fi sch bei  vi el en verschi eden Zel l typen (30). Das 6400 Da große

globu läre Protei ne mi t 53 Ami nosäuren  hat 3 für seine bi ol ogi sche Aktivi tät

essenti el le Disulf idbrücken. Der EGF g ehört zu ei ner Fami le v on Faktoren, die

funkti onel l e Ähnli ch kei ten  aufweisen und z um Teil  an denselben Rezeptor bi nden

(z.B.TGF-? , Vacci na Virusfaktor, shope fi brom a growth factor, m arcophage growth

factor). Der EGF-Rezeptor ist ei n Tran smembrangl ycoprotei n, das auf  f ast all en

Zell typen exprim i ert wi rd. Di e zytopl asm atische Seite des Receptors besi tz t ei ne

Ty rosin-Phosphoki nase-Aktivi tät, die den Rezeptor selbst und an dere

zytoplasmati sche Protei ne phosphoryli eren kann . Al s second m essenger f ungi ert

Phosph ati dyl in osi tol . Für den prol i feration sstim ul ierenden Effekt i st die

Ki naseakti vität vermutl ich essentiell . Zel l en m it m uti ertenRezeptoren, di e EGF

binden können, aber kei ne Ki naseaktivi tät aufwei sen, werden n ich t sti mul iert. Die

intraz ell ul äre Dom äne des Rezeptors hat große Ähnl ichkei t m it oncog enen

Produkten wie c-erb B, v-erb B und Neuoncogen (67).
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Die Fibroblasten-Wachstumsfaktoren wi rken i n den  Mel anozytenkul turen stark

mi togen. Es g ibt 2 Hauptty pen des FGF, die auf gru nd i hres isoel ektrischen Punktes

unterschieden werden. Bei de wurden urspru ngli ch aus Hirngewebe i sol iert und

haben ein e hohe Af fi nität zu Hepari n. Bei  der Kultivi erung der Hautzel len ist der

von Kerati nozyten sezerni erte basi sche Fibroblasten growth factor besonders

nütz li ch. Da Kerati nozyten bFGF sez erni eren können, ni mm t man  an, dass di eser

Wachstum sfaktor wesentl ich z u dem mi togenen Effekt von Keratinozy ten oder

Kerati nozytenkul tu rüberständen auf  Mel anozyten bei trägt (26, 70). Der basische

Fibrobl asten-Wachstum sf aktor (bFGF) ist ein potentes Mitogen für Melanozyten

und kann i n Mel anozytenkul turen Phorbolester wie TPA ersetzen (69). Di e

mi togene Akti vität v on Keratin ozytenextrakten  kann m i t neutrali si erenden

Anti körpern gegen bFGF inhi bi ert werden. Di es spri cht eben fal l s für ein e z entral e

Rol le des bFGF bei  der Interakti on zwischen Kerati nozyten und Melanozyten.

Nervenwachstumsfaktor (NGF) wi rkt auf Melanozyten nicht m itogen, son dern

induz iert m orphol ogische Veränderung en mi t einer Zunah me der Dendriten. Di eser

Ef fekt wi rd i n An wesenhei t von Keratinozyten, die den NGF expri m ieren können,

verstärkt. In der Cokul tur ist außerdem eine höhere Sensi bil ität für UV-Strah len un d

dem dami t verbundenen Anstieg der Melan ogenese zu beobachten. Dies zei gt, dass

auch der NGF an  dem  Zusamm enspiel v on Kerati nozy ten  und Mel anozy ten  betei li gt

ist (175).

4.3 Verwendete Methoden

4.3.1 Bestimmung der Z ellzahl

Zu r Bestim mun g der Zellz ahl  wurden, wie un ter „Passagi eren der Zell en“

besch ri eben, die Zel len abgel öst un d su spendi ert, der Suspensi on ei n Al iquot v on

100 µ l entnomm en un d i n der Neubauer- Zählkam mer 2-f ach im  Li chtm ikroskop

(40x Vergrößerung) ausgezählt (Doppel bestim mun g). Aus der Zählu ng, dem

bekann ten Suspensi onsvolum en u nd der gegebenen Größe der Zähl kam mer l ässt

sich di e Zell zah l der Suspensi on und dami t di e nöti ge Verdü nnung für di e

Versuchsan sätze besti mm en (133).
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Berechnu ng:

100 x 5 x Zell zahl x  ml  Zel l suspension

0,4

4.3.2 Bestimmung der Vitalität

4.3.2.1 Trypan -Blau-Test

Di ese Methode beruhte auf dem  dunkelbl auen Anfärben avi taler Zell en durch  di e

Try panbl au-Lösung. Die Lösung bestand aus:  0.4% Trypanblau, 0.8% NaCl  und

0.06% K2HPO4, di e sorgfäl ti g steri l gemi scht und fi ltri ert wurden .

Der Test war lei cht und schnel l durchzuf ühren , sowoh l direkt i n Zel lkulturgef äßen

als auch i n der Neubauer-Zähl kam m er bei  der Zel lz ahl besti m mu ng.

Bei der Zell zahlbesti mm ung (nach dem  Abl ösen und Zentri fug ieren  der Zel len wie

bei „Passagieren  der Zel len“) wurde Trypanblau-Lösung  m it Zell suspensi on i m

Verhältnis 1:1 g ut gem i scht und i n das Häm ozytometer überfüh rt. Di e Zel len

wurden wi e oben besch rieben im  Li chtm ikroskop (40 x Vergrößerung) ausgezähl t.

Dabei wurde die neue Verdünnung berücksichti gt.

Berechnung  unter Berücksich ti gung der Verdünn ung durch die Trypan-Bl au-

Lösung:

100 x 5 x Zell zah l x  ml  Zel lsuspensi on x 2

0,4

Während der Durchfüh rung der Versuche wurde di e Trypan–Blau-Lösung di rekt in

die Zell kul turgefäße (Microtiterpl atten , Zell kul turfl aschen) i m Verhäl tn is 1: 1 zum

Kul tu rm edi um geg eben, u m di e prozentual e Vital ität m ittels Lichtm ikroskop zu

besti mm en.
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4.3.2.2 Vitalitätsbestimmung mittels MTT-Test

Di e Vi tal i tät der Zel l en wurde au ch m it dem MTT-Assay (Cel lTiter 96R AQueou s

One Solution Cel l  Prol if eration  Assay, Prom ega, Madison WI USA) besti m mt.

MTT (3-[4,5-Di m ethyl-2]-2,5-diph enyl-2H-tetrazol i num brom id) ist ei n gel ber,

wasserlösli cher Farbstoff, der durch mi tochondriale Dehydrogenasen zu ei nem

blau en wasseru nlösl ichen Form azan  reduzi ert wi rd. Di ese Umwandlung  vol lzi eht

si ch au sschli eßl i ch i n l eben den Zell en u nd spieg el t di e Akti vität der m itochondrial en

Deh ydrogenasen wi eder. Der Farbu mschlag i st zu dem  der Anzahl der vi talen  Zel len

proportional . Die Konzentration des reduzierten blauen Farbstoffes wu rde

photom etrisch gem essen.

Di e Zel len wurden fü r 24 Stunden bei  37°C und 5% CO2 i n 96-Microti terpl atten m it

verschiedenen Konzen trati onen der zu untersuch enden Substanzen, gelöst i m

Kul tu rm ediu m, i nkubi ert (n=10). Danach wurde das Medi um abgesaugt und di e

Well s wurden sorgf äl ti g m i t Passagi erm edi um  (RPMI 1640) gewaschen. Frisches

MGM2-Kulturmediu m (jewei l s 100 µ l  pro Wel l ) und MTT-Lösun g (jewei ls 20 µ l

pro Well ) wurden  zugegeben  und die Zel len dam it 2 Stun den bei 37°C un d 5% CO2

inkubiert. In dieser Zei t hat sich das Medi um  bräunl ich verf ärbt. Di e

Microtiterpl atten wurden im  Dunkeln  zum El isaphotometer transporti ert und bei  492

nm abgelesen (MTP Reader EAR 400 ATC, SLT Labi nstrum ents, Österrei ch).

Erg ebnisse der MTT-Messung :

Je höher der gemessene Extinktionswert, desto größer di e Konzentrati on des

Farbstof fes und dam i t der Antei l  an vi tal en Zel l en i n der u ntersuchten Probe. Die

Ergebni sse werden als prozentual er Antei l vi taler Zell en i m Vergl eich zur

Kontroll gruppe unbehandel ter Zel len  dargestell t:

% Vi tal ität = [Extinktion(Test) : Extinktion(Kontroll e)] x 100
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4.3.3 Bestimmung der Proliferation

Der Proli ferationstest wurde nach der Methode von Hearing et al. (156)

durchgef ührt. Die Zell en wurden in der Zahl  von 20 000 Zell en pro Well , pro 3 ml

MGM-Medi um, i n di e 6-Wel ls-Mi crotiterplatten  (Grei ner, Fri ckenhausen) ausgesät

und über Nach t bi s z ur Adherenz  bei  37°C un d 5% CO2 i nkubi ert. Am  nächsten Tag

wurde das Medi um  gewechselt und di e zu untersuchenden Substanz en i n

verschi edenen Konzentrati onen zugegeben, au ßer bei  der Kontrol le, bei der nur

Medi um wechsel  erfol gte. Di e Zel len  wurden über 4 Tag e (37°C; 5% CO2) i nkubi ert.

Dabei  wurde nach 2 Tagen ei n Medi um wechsel mi t der gl ei chen Konzentration der

zu untersuchenden Substanz vorgenom men. Nach di eser Zei t wu rde das Medi um

abgesaugt, di e Well s wurden mi t 3 ml  RPMI 1640 g ewaschen und mi t 2,5 m l

Trypsi n/ EDTA trypsini si ert. Das Trypsi n wurde nach 5 mi n m it 2,5 m l  MGM-

Medium  in akti vi ert. Nach dem sorgf äl ti gen Suspendi eren der Zell en i n den

ei nzel nen Wel ls wurde ein Al iquot von 100µ l  entnom men  und i n 96-Wel l s überf ührt

(n=10).

Bei nicht adherenten Zel l en (beson ders bei  der höchsten Konzentration der z u

testenden Substanz) wurde der Inhalt i n ein 15 ml  Röh rchen (Greiner,

Fri ckenhausen) ü berf ührt. Di e Well s wurden  sorgfältig 2 x mi t 2 ml  RPMI 1640

nachgewaschen un d die Waschlösung z um Rest dazugegeben , um all e Zel len zu

erf assen. Nach der Zentri fugati on wurde das entstandene Pel let in 5 ml  MGM-

Medium  suspen diert und 100 µl Ali quot (n=10) i n 96-Wel l s überfü hrt. Die Zell en

wu rden über Nacht bis zur Anhef tun g i nkubi ert (37°C; 5% CO2) un d am nächsten

Tag wurde der MTT -Assay durchgeführt. Nach 2 Stunden Inkubation (37°C; 5%

CO2) wurden di e Exti nkti onswerte abgelesen.

4.3.4 Differenzierung von Apoptose und Nekrose m ittels FACS

In den frühen Apoptosestadien treten i n der Zell mem bran verschi eden e

Erschei nungen auf, z u den au ch di e Transl okation  des Phosphatidylseri n (PS) gehört

(7, 37, 50). Im  norm alen physiol ogi schen Zustand befindet si ch  di eses Li pi d auf  der

zytopl asm atischen  Innenseite der Zel l mem bran. Bei Apoptose wird es an der

Oberf läche exponi ert (166).
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Annex in (ist ein  Ca2+-abhäng iges , Phosphol ipi d bi ndendes Protein m it ei ner h ohen

Affi nität f ür PS (166). Aus diesem Grund wi rd Annexi n zum  Detektieren

apoptoti scher Zell en verwendet.

Die Anfärbung des Phosphati dyl serin auf  der äußeren Membran der apoptoti schen

Zel len wurde un ter Verwendung v on Annexi n-V-Fl uos (Roche, Man nhei m)

durchgeführt. Zur Abg renzung  der nekrotischen Zell en  wu rde zusätzli ch  ei ne

Gegenf ärbu ng mi t Propi di umi odi d durchgef ührt.

Folgende Lösungen  wurden hergestell t:

Inkubationspuffer: 10 m M Hepes/ NaOH (ph 7,4), 140 mM NaCl , und 5 m M

CaCl2.

Propidiumiodid-Lösung (PJ):  Ansatz  aus ei ner Stam ml ösung , 50 µ g/m l.

Annexin-V-Fluos Markierungslösung:  Verdünnung  von 20 µ l  der An nexi n-V-

Fluos Stamm lösung in  1000 µ l  Hepes-Puffer mi t Zu gabe von 20 ml  PJ.

Die Zell en wurden i n der Zah l von 250 000 Zel len pro Wel l, pro 3 m l MGM-

Mediu m, i n die 6-Wel l s-Mi crotiterpl atten (Grein er, Frickenhausen) ausgesät und

über Nacht bi s zur An heftung bei  37°C und 5% CO2 i nkubi ert. Am  nächsten Tag

wurde das Medium  gewechsel t und die zu untersuchenden Substanzen in

verschi edenen Konzen trati onen zugeg eben, außer bei  der Kontroll e, bei  der nu r

Medi um wechsel  erf olgte. Die Zel len wurden über 24 Stunden (37°C; 5% CO2)

in kubiert. Danach wurde das Mediu m abgesaugt, di e Zel l en wurden trypsin isiert, 15

mi n in  50% FBS i nku biert (um  di e Zel lm em brani ntegrati on wiederz ustel len) und

anschl i eßen d 5 m in bei  1200 rpm  zentrif ugiert. Das Pell et wu rde in 100 µ l  Annexi n-

V-Fluos Marki erung slösung resuspendi ert und 15 mi n bei  20°C i nkubi ert. Danach

wurde 0,4 ml Inkubati onspuff er hi nzugegeben und di e Analyse der Zel len i m

FACScan (Cel ibur, Beckton Di ckinson USA, Cel lquest Sof tware) durchg eführt.

Die Anregu ng erf olgte bei  488 nm , die Fl uoreszenz  des Fluoresceins wurde bei 515

nm , die des PJ bei  560 nm  gem essen.

Das FACScan Gerät wurde auf  eine Sti chprobe von 10 000 Zell en eingestell t. Di ese

Sti chprobe wurde durch wel l enl än gen-spez if ische Detekti on der Flu oreszenz
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ausg ezähl t und auf di e gesam te Zell zahl  hochgerechnet. Je nach Quali tät der

erhaltenen Vertei lun gen si nd dadurch  Mehrfach-Messung en m ögl ich. Jede

fl uoreszi erend m arkierte Zell e emi ti ert je nach Marki eru ng Li ch t spez if ischer

Wel lenlänge, dessen Intensi tät von der Zel lgröße, der Zel lbrei te und der Zel l fl äche

abhän gt. Mittels Photomul ti pl ier (PMT, Photomul tipl ier tube) wi rd ein elektrisches

Sig nal erhalten, das proporti onal  zu der em itierten Li chtm enge und damit zu r Zahl

der marki erten Zel len ist.

Die erhaltenen Daten wurden durch  di e Gerätesof tware i n Form  v on Hi stog ram men

darg estel lt. Die Achsen der Hi stogramm e zeigen jeweil s di e Intensi tät der jewei li gen

Farbstoff-spez if ischen  Fluoreszenz  an. Dam it l ässt sich jede Zel l e nach i hrer

Fluoresz enz ei nem  Punkt des Histogramm s zuordnen.

Jedes Histogram m ist i n 4 Quadranten ei ngetei lt, in den en si ch je nach An färbung

der jewei li gen Zel lpopulati on Häufung en zei gen. Im rechten oberen Quadranten

zei gt si ch bei  Zel lhäufu ng z. B. ei ne bev orzug te Anfärbung  m i t bei den Farbstoff en.

Apoptoti sch e Zel len  fi nden sich durch di e bevorzug te Färbu ng mi t An nexi n V i m

rechten unteren Quadranten. Eine geringe Anfärbung mi t bei den Farbstof fen fi ndet

si ch i m li nken u nteren Quadranten als Ausdruck un veränderter Zel len.

4.3.5 Enzymatische Differenzierung der Apoptose durch Caspasen

Eine führende Position in der Apoptosekaskade haben di e Caspasen (Cy stei n yl

Aspartate-specif ic proteinase, 125). Diese Enzym e trag en ei n Cystei n im  aktiv en

Zentrum und spalten nach ei nem Aspartat. Sie werden als i naktive Procaspasen

synthetisiert.

Sog. Ini ti ator- oder „upstream“- Caspasen (Caspase 8, 9, 10 und 12) werden durch

pro-apoptoti sche Sig nale aktivi ert u nd spalten die sog. Effektor- oder

„down stream“- Caspasen.

Zur El im i nierung der Zel le führen di e Eff ektorcaspasen (Caspase 3, 6 u nd 7), die die

Zerstörung der Zell-Zell  Interakti onen un d des Zytoskel etts bewirken, di e

Fragmenti eru ng der DNA und schl ießli ch di e Abschnüru ng der„apoptotic bodi es“.

Die Akti vierun g der Caspasen geht mi t ei ner komplexen Signaltran sduktionskaskade

ei nher (si ehe Abbil dung 2, nächste Seite).
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Abbil dung 2 : Regul ation  der Apoptose im  Überbl i ck

(www.newengl andbi olabs.de/newpcst_d.htm l)

Dabei  kön nen die Mechani sm en der Apoptose über di e ex trinsische bzw.

in trin si sche Si gnal kaskade („ex trin si c“ oder „i ntri nsi c path way“) vermi ttel t abl auf en

(siehe Abbil dung 3, nächste Seite).
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Abbi ldu ng 3 : Schema der Apoptosekaskade

(www.m ed.uni-hei del berg.de/anaes/download/10500905.pdf)

Bei der extrinsischen Apoptosekaskade han delt es si ch um  ei ne Rezeptor-vermi ttel te

Reaktion, di e durch die „Todesrezeptoren “ (z.B. Fas-/TNF-Rezeptor) der

Superfam il ie der TNF (tum or necrosis factor) und NGF (nerve growth f actor)

in iti i ert wird. Durch die Bi ndung der Rezeptor-spezi fi schen Liganden (z.B.

FasL/TNF? ) werden die Rezeptoren oli gomerisiert. Die Initiator-Procaspasen 8 und

10 werden über Adapterproteine (z.B. FADD) an den Rezeptor-Liganden-Kom pl ex

gebunden und dort akti viert (death i nduci ng si gn al in g compl ex DISC:  8, 9, 130).

Die intri nsi schen Apoptosekaskade wi rd durch ei ne mi toch ondri al e Dysf unktion

in duzi ert. Weg en ei ner erhöhten Durchlässi gkei t der Mi tochondrienm em bran wird

das Cytochrom c in  das Zy tosol  f rei gesetzt. Das Cytochrom  c rekruti ert über das

Adapterprotei n Apaf-1 (Apoptosis protease actvating f actor) di e Procaspase 9 (131),

welche auf diese Weise aktivi ert wird. Eine wesentl i che Roll e in  der

in trinsischen/mi tochondrialen Apoptose spielt die Bal ance v on Protei nen der Bcl-2-

Fam i li e. Die an ti-apoptotischen Bcl-2-Protei ne (Bcl-2 und Bcl-xL), di e im

physiol ogi schen Zustand in der Mitochon dri enm em bran l iegen, verhi ndern  die

Cytochrom c-Freisetzung i m Gegensatz zu den pro-apoptoti schen Bcl-2-Proteine
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(Bax, Bad, Bi m und BID), die nach entsprechen der Stim ul ierung i n die

Mi tochondri enm em bran  wan dern u nd die Cy toch rom  c-Frei setzung beg ünstigen (63,

150).

Trotz ei ner Sch ematisierung der Apoptose und i hrer Gl iederung i n zwei  Kaskaden

wäre ei ne Vorstel lun g von  zwei  unabhäng ig vonei nander abl aufenden Reaktionen

falsch. So akti vi ert bei spiel swei se die Caspase 8 (Ini tiatorcaspase der extrin sischen

Apoptosekaskade) das pro-apoptotische Bcl-2-Protein BID und di eses wi ederum

aktivi ert Bax, welches di e Cytochrom  c-Frei setzung stim uli ert (100).

Die gem einsam e Endstrecke bei der Apoptosekaskaden stel lt di e Akti vierung der

Effektorcaspasen (3, 6 und 7) dar. Es ist anzunehmen , dass nach  Apoptosein dukti on,

gl eich durch welch en „pathway“, l etztendl ich al l e Caspasen und die m eisten

proapoptoti schen  Faktoren in der sterbenden Zell e aktivi ert werden.

SDS-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese ist ei n Verf ahren, mi t dem  eine Mischung von Protei nen unter

dem  Einf lu ss eines el ektri schen Fel des g etrennt wird.

Di e Wandergeschwindi gkei t der Proteine von der Kathode zur Anode wird durch

ihre Masse bestim mt, die proporti onal  zur Ladung der mi t SDS behandelten Protei ne

ist.

Das SDS-Natri um dodecy lsu lf at i st ei n stark n egativ geladenes Deterg enz, das al le

ni cht-kon valenten  Bindu ngen i n Proteinen  zerstört und an hy drophobe Regi onen

bi ndet, wodurch es auch die Zell en lysiert. Die neg ati ven Ladungen der gebunden en

SDS-Mol eküle stoßen sich ab u nd all e Protei ne di ssozieren i n ihre Unterei nhei ten ,

wodurch si ch di e ein zel nen Pol ypepti dketten v oll ständi g entfalten könn en. Die

li nearen Polypepti dketten zei gen all e nahezu gl eiche Ladun gs/Masse-Verh ältni sse.

Die Auf trennu ng erfol gte in  ei nem Polyacryl am i d-Gel , das aus Acryl am id-Monom er

herg estell t wurde. Dabei  rich tet sich der Gehal t an Acry lam id nach der Größe der

zutrennenden Protei ne, d.h. di e Auftrennung von Proteinen der Größe 35-60 kDa

erf ol gte in einem  12%-i gen Gel .
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Vorbereitung der Z ellen

Die Zel len  wurden i n 6- wel l s-Microplatten m it der Di chte von 5 x 10(5) /6-wel l / 2

ml  MGM2-Medi um ausgesät (n =3) und bi s zur Anh eftung über Nacht bei 37°C, 5%

CO2 inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medi um entfernt und du rch ein  frisches

Mediu m m i t unterschi edl ich konzentriertem Malassezin ersetzt. Die Inkubati on

wurde für 2, 4 und 6 Stunden durchgeführt.

Nach der En tf ern ung des Medi ums wurden di e Wel ls einm al  m i t PBS gewaschen.

Danach wurden pro Well  80 µ l  von 3-fach SDS-Sampl e-Buf fer (sieh e Tabell e)

zugegeben und f ür 5 mi n ei nwirken g el assen. Anschl iessend wurden di e Zel len mi t

Cell scrapers abgescharbt und i n Eppendorf-Reaktionsgefäße überf ührt. Nach dem

Abzentri f ugieren  erf ol gte vierm al ige Ul trabeschall ung.

Tabel le 11 :  Zusam m ensetzung  des 3f ach SDS-Sam pl e-Puff er

Stoff Konzentration Menge pro 100
ml 3fach SDS-
Sample Puffer

Firma

Tris 187,5 mM 2,27 g USB, Cl evel and, OH,
USA

SDS 6% 6 g ICN Biom edi cal s,
Aurora,OH, USA

Glycerol 30% 30 m l Roth, Karl sruhe

DTT (Di thi othreitol) 150 nM 2,3 g Sig ma, Tautki rchen

Brom phenolbl au 0,3% 0,3 g Merck, Darmstadt

Als Vorbereitung f ür di e Gel elektrophorese wurden di e Zel len mi t 3f ach SDS-

Sam pl e-Puff er behandelt.

Vorbereitung der Polyacrylamid-Gele

Zur Durchführung der SDS-Gelel ektrophorese wurden 2 Gel e:  ei n Sam m el- un d ein

Trenngel  aus en tsprechenden Schi chten  gegossen.
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Über dem  eig entli chen  Trenngel wurde das Sam melgel gegossen, das weni g

Acryl am id enthielt. Zweck seiner Verwendu ng war, die Proteine zun ächst an der

Sam melgel / Trenngel- Gren zfl äche zu sam meln, um  anschli eßen d bei höherer

Spann ung einen  gl eichzei ti gen Übergang der Protein e i n das Tren ngel  zu

gewährlei sten.

Dazu wurden zwei zusam m engehörige Platten durch zwei  am Rand gel egte Spacer

(Peql ab, Erl angen) g etrennt, i n eine Geltasche g esteckt und i n einem Gel gi eßstan d

ei ngespannt. Die Samm el- und Trenngell ösu ngen wurden bi s auf  die APS

(Am moniu mperox isul fat-Lösung, Poly meri sationsi niti ator) in  je ei nem  50 m l

Zentrif ugenröhrchen angesetzt.

Tabel le 12 : Zusamm ensetzun g des Trenn- und Samm el gel s:

Bestandteil 12%
Trenngel

Sammelgel Firma

Acryl am id/Bi sacryl am id 6 m l 1,3 m l Roth, Karl sruhe

4 x Tris/HCl  pH 8,8 * 3,75 m l -- USB, Cl evel and, OH, USA

4 x Tris/HCl  pH 6,8**  -- 2,5 m l USB, Cl evel and, OH, USA

Aqua ad i niectabil i a 5,25 m l 6,1 m l

TEMED 10 µ l 1 0 µ l Merck, Darmstadt

10% APS-Lösung

(1g/ 10 ml )

100 µ l 100 µ l Roth, Karl sruhe

* 1,5 M Tris (18 g/100 ml ) und 0,4% SDS (0,4 g /100 ml )

** 0,5 M Tris (6,05 g/100 ml ) und 0,4% SDS (0,4 g /100 m l)

Zunächst wu rde der Sockel gegossen, fü r den 2 m l Trenngel-Lösung mi t 200 µ l

APS-Lösung i n ein em 15 m l Zen trif ugeröhrchen gemi sch t wurden und jeweil s 1 ml

davon zwischen di e Gl aspl atten pipetti ert wurde. Zu der restl ichen Trenngel-Lösung

wurden 100 µ l  APS-Lösung zugegeben un d 4 ml  dieser Mischung ü ber den Sockel

ei npipettiert. Zu r Verdrän gung von Luftblasen wurde das gegossene Trenng el mi t

Ethanol überschich tet. Nach ei ner halben Stunde (Zei t der Gelpolym eri sati on) wurde

das Ethanol abg egossen und das Sam m elgel über das Trenngel  ei npi petti ert (nach

Zugabe von 100 µ l  der APS-Lösu ng). Zur Aussparung der Taschen (z ur Beladung)

wurde zwi sch en die Pl atten  i n das Sam melgel ei n Kam m (Peql ab, Erl angen)
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ei ngef ührt. Nach der Pol ym eri sati on di eser Gelschi cht wu rden  die Gl aspl atten mi t

dem  Gel  au s den Gel taschen genom men un d i n die Gelel ektrophorese-Vorri chtung

ei ngespannt. Di e Gel elektrophorese-Vorrichtung  wu rde bis zu den Marki erung en

m it 1 x Läemm l i-Puffer (25 m M Tris, 250 m M Glycin und 0,1% SDS, pH 8,3)

auf gefül lt und das Gel m it den Proben (15 µ l /Tasche) geladen.

Zusätzl ich wurde pro Gel ein  Protei n-Mol ekul argewi chts-Marker (Mischung

bekannter Proteine) auf getragen. Zuerst wurde ei ne Spannun g von 80V angelegt (bis

di e Protei ne zu r Sam melgel / Trenngel-Grenzfl äch e gewandert waren ), dann wurde

si e auf  120V erhöht. Die El ektroph orese wurde bei Errei chen der gefärbten

Lauffront am Sockel gestoppt. Anschl ießend erf olgte ei ne Western-Blot-Analy se.

Western-Blot-Analyse

Di e Western-Blot-Anal yse i st ein  sehr em pfi ndli ches u nd spez if i sches Verfah ren

zum Protei n-Nachweis.

Zuerst werden di e Proteine mi ttel s der SDS-Gelel ektrophorese getrennt, um  dan n

durch eine senkrecht z um Gel an gelegte Span nung auf  eine PVDF-Mem bran

transferiert zu werden. Di ese Membran wu rde dann  m it dem Pri m är-Antikörper

in kubi ert, der spezi fi sch gegen das gesuchte Protei n geri chtet i st. Zur Detektion des

an der Mem bran gebu ndenen  Pri mär-Antikörpers wi rd ein enzym marki erter Zweit-

An ti körper eingesetzt. In di eser Arbeit wurden die Anti körper gegen Caspase 8 und

9 eingesetz t. Der entsprechende Zwei t-Antikörper war mi t Horseradi sh-Perox idase

(HRP, Cel l Si gnal ing , Beverl ey, MA, USA) g ekoppel t.

Die Membran u nd das Fil terpapi er wurden auf di e Größe des Gel s zu geschnitten,

kurz m it Meth anol  gewaschen und in Towbin (25 mM Tri s, 192 m M Gl yci n, 10%

Methanol , pH 8,3) i nkubiert, ebenso das Gel  und die Transfer-Pads.

Der Protein-Transf er erfol gte nach f olgendem  Sandwi ch-Verf ahren : Kathode,

Transf er-Pad, Fi lterpapier, Gel , PVDF-Membran, Fil terpapier, Tran sfer-Pad, Anode

wurden in di eser Rei hen fol ge zu sam mengef ügt u nd in  die Bl otting-Kam m er

eingesetz t. Di e so vorbereitete Blotti ng-Kam mer wurde m it Towbin au fgef ül lt u nd

ei ne Spannun g von 50V wurde f ür 45 m in angel egt.

Danach wu rde die Mem bran m it dem  Gel  ei ne Stunde mi t dem  Blocking-Puff er (5%

BSA) und dann über Nacht in der Pri mär-Antikörper-Lösung i nkubi ert.
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Am nächsten Tag, nach der En tf ernung  der Antikörper-Lösung, wurde di e Membran

3x mi t TBS-T (Tris buff ered sal in e with 0,1% Tween, Bi oRad, Hercues, USA)

gewaschen. Danach erf olgte ei ne ei nstündi ge Inkubati on der Mem bran  m it dem

Zwei t-Antikörper u nd ein Waschvorgang m it TBS-T (3x).

Zur Entwi ckl ung der Proteinbanden wurde di e Mem bran dann für 1-2 m i n m it

Lum iGlo ( Cel l Signali ng, Bev erl ey, MA, USA) i nkubi ert.

Nach der Enf ernung des Entwickl ers konnte di e Membran auf einen Röntgenfi lm

exponi ert und anschl ießend entwi ckel t werden.

Tabel le 13 :  Verwendete Anti körper i m Western -Blot

Primär/Erst-Antikörper Z weit-Antikörper Blocking-Puffer

Caspase 8

Cel l Si gnal i ng, Beverl ey,

MA, USA

Mol ekul argewi cht:

57 kDa, 43 kDa

Verdünn ung: 1:  2000

Anti-mouse IgG Antikörper

Chal font, UK

Verdünnung: 1:  3000

(BSA)

Caspase 9

Cel l Si gnal i ng, Beverl ey,

MA, USA

Mol ekul argewi cht:

47 kDa, 35 kDa

Verdünn ung: 1:  1000

Anti-rabbi t IgG Antikörper

Cel l  Si gnal in g

MA, USA

Verdünnung: 1:  3000

BSA

4.3.6 „Höchst -Färbung“ (Färbung m it HOE 33342)

Bei  dem  Farbstof f Bi sBenz im id (HOE 33342) handelt es sich  um  ei ne Substanz , di e

an adeni n- und thym idi nrei che Sequ enzen bindet und somi t spezi f isch DNA im

Zell kern an färbt. Bei Vorl iegen von apoptoti schen Zel lveränderungen werden

dadurch charakteri stische Veränderu ngen i m Zel lkern (apopti c bodi es) si chtbar.
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Der Farbstoff  fl uoreszi ert bei  Anreg ung mi t Licht der Wel len läng e von 360 nm blau.

Die Zell en  wu rden in den 4-well s-Lab Teks (Nunc) ausgesät (1x10 5/Wel l/750 µ l

MGM2.Medi um) und über Nacht bis zur Anhef tu ng bei  37°C, 5% CO2 i nkubi ert.

Danach  wurden pro wel l 750 µ l Medi um m i t Malassezin z ugegeben und die Zell en

wurden über 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, Stunde n bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Nach

entsprechender Inkubationszei t wurde das Medi um abg ezogen. Di e Zel len wurden

ei nm al  m i t PBS++ gewaschen und 30 m in  auf  Methanol/Aceton  (eiskalt, 1: 1, 750

µ l /Well ) i nkubi ert. Danach erfol gte 3-faches Waschen m it PBS++. 750 µ l  des

Bi sbenzi m i d-Farbstoffes (Fa. Ri edel-de Haen,10 m g Farbstoff in 10 ml  Aq. dest

gelöst und 10-fach verdünnt mi t PBS++) wurden pro Well  zu gegeben  und es f ol gte

ei ne 30 mi n Inkubati on bei 37°C, 5% CO2. Nach  di eser Inkubationszei t wurde die

Farbstoffl ösung abgezogen un d di e Zell en wurden 3 mal mi t PBS++ gewaschen. Di e

Lab Teks wurden  en trahmt und mi t Im mersi onsöl (Mounti ng Flu it, Tri nity Biotech)

ei ngedeckelt. Danach erfol gte die m ikroskopi sche Auswertu ng der Erg ebnisse.

4.3.7 „Comet Assay” (single cell gel elektrophoresis assay)

Der Comet Assay (Apoptosi s Detection Ki ts R&D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt) auch single cell gel elektrophoresis assay gen annt, i st ei n

em pfi ndl icher Test, der di e DNA-Schädi gung  in der Zel le detekti ert und visual isi ert.

Das Prinz ip des Tests basi ert auf  der Mi grati on der denatu rierten und gespaltenen

DNA-Fragmente aus ein er geschädigten Zel le unter dem Ei nfl uss eines elektrischen

Fel des, während die unbetroffen en, spiralen Fragmente in der Zel l e bl eiben.

Die untersuchenden Zel len werden trypsin isiert und i n ein er fl üssig en Ag arose

ei ngebettet. Nach der Behandl ung mi t ein er alkali sch en Lösung, die die eventuell

bestehen den DNA-Fragmente denaturiert und hydrol ysiert, wi rd di e Elektrophorese

durchgef ührt und ansch li eßend ei ne Färbung der Proben m i t der f luoreszi erenden

Green Stain ing Sol uti on.

Die schl ei fenförm ig en DNA-Frag mente, „com ets“, di e aus der Zel le auswandern,

können auf  diese Weise unter einem Fl uoreszenzm ikroskop si chtbar gemacht

werden.
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50 x104 Zel l en pro ein 6-wel l pro 2 m l MGM2-Medi um wurden ausgesät und über

Nacht bis zur Anhef tun g bei  37°C und 5% CO2 i nkubi ert. Am nächsten Tag wurde

das Medi um gewechsel t und di e zu untersuchenden Substan zen in  verschiedenen

Konzentrati onen zugegeben , außer bei  der Kontroll e, bei  der n ur Medium wechsel

erf olgte. Nach 6 Std. Inkubati on bei 37°C und 5% CO2 wu rde das Medium  entf ern t

und di e Zel len  mi t PBS w/o Ca2+ und Mg2+ 2x gewaschen, try psi nisi ert

(2 ml  Trypsin u nd 2 m l FKS) und bei  1200 U/mi n 10 mi n zentrif ugi ert. Das Pel l et

wurde in 1 m l PBS w/o Ca2+ und Mg2+ auf genom men und sorgfäl ti g suspendiert. 50

µ l  der Su spension wurde mi t 500 µ l  LMAgarose (42°C) verm ischt un d 75 µ l  der

Mi schu ng auf  ei nen Superfrost Sli de (Bestandtei l des Com et Assays, vorberei tete

Objektträger) pipettiert und über Nacht bis zur Trocknung im  Dunkl en bei  4°C

gel assen.

Am nächsten Tag wu rden di e Proben ca. 1 Std. bei  4°C im  Dunkel n in Lysi s-

Sol uti on (Bestandtei l des Com et Assays) i nkubi ert und anschli eßend 30 m in  bei RT

i m Du nkeln i n Al kal i-Sol ution (f ri sch hergestell t aus 0,6 g NaOH Pell ets, 250 µ l

200m M EDTA und 49,75 m l Aq. dest.). Danach wu rden die Proben 2 x 5 mi n bei

RT in TBE buff er (108 g Tri sBase, 55 g Borsäure, 9,3 g EDTA, 11 m l Aq. dest.)

gewaschen und 10 m in  bei 25 V (1,786 V/cm ) i n der El ektroph oreseapparatur

(Bi oRad, Mün chen) lau fen g elassen.

Nach einem kurz en Abtropf en des TBE-Puf fers wu rden di e Proben 5 m in bei  RT in

EtOH fi xiert un d ansch li eßend über Nacht bei  4°C zum  Abtrocknen g elassen.

Am  nächsten Tag wurden 50 µ l  Green Staini ng-Solution ((1 µ l SYBR Green Stai n

in 10 ml  TE buffer (pH 7,5; 12,11 mg Tris, 3,72 m g EDTA, für 50 ml  Aq. dest.)) auf

die Mi nigele pi petti ert, di e di rekt danach unter dem Fl uoreszenzmi kroskop

betrachtet wurden.

4.3.8 LDH-Freisetzung (Lactat-Dehydrogenase-Assay)

Zur Toxi zitätsm essung  stehen verschi edene Meth oden zur Verf ügung:

a) Un terscheidu ng geschädi gter Zell en an hand des Färbeverhal tens g egenüber

sogenannten „Vital f arbstoffen“ wi e Trypanblau, Eosin Y, Nigrosi n oder Propi dium

Jodi d. Dabei  werden zerstörte l ysierte Zellen ni cht erkannt. Propidi um Jodid wurde

in  der FACS-Analyse ein gesetzt (si ehe Kapi tel 4.3.4: „Di ff erenzi erung v on

Apoptose und Nekrose m ittel s FACS“)
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b) Freisetzung radi oactiver Isotope (z. B. 51Cr, 3H-Proli n di e zuvor in  di e Zel len

ei ngebaut wurden, durch Schädigu ng der Zel len. Nachteil e si nd der Ei nsatz

radi oakti ver Isotope, di e Notwendi gkei t, die Zell en vor der ei gentli chen Messung z u

m arki eren sowie die hohe Spontan frei setzung der Marker.

Deshal b wu rde di e Frei setzung eines zytopl asm atischen Enzyms als Marker für

toxi sche Ei nwirkungen verwendet.

Im LDH-Assay wird di e Akti vität der Lactat-Dehydrogenase i m  Zel lüberstan d

bestim mt. LDH i st ei n zytoplasm ati sches Enzym , dass durch Ei nwirkung

zytotoxischer Su bstanzen durch Zytol yse freigesetzt wird.

Di e Messung  erf olgt enzy matisch durch Umsetz ung von z ugegebenem Lactat zu

Pyruvat unter Verbrauch von ebenfal ls zugesetztem  NAD+, das zu NADH+

um gesetzt wi rd. NADH+ reduziert das al s Reagenz zugesetzte Tetrazol ium-Sal z

enzym ati sch (Di aphorase) zu m entsprechenden , wasserl ösli chen , i ntensiv rot

gefärbten Formazan, welches photometrisch bei 500 nm besti mm t wird. Dabei zei gt

unv erändertes, überschüssiges Tetrazol ium-Sal z keine Absorption bei 500 nm. Zur

Messung wurde der „Cytotoxi ci ty Detecti on Kit (LDH)“ von Roche, Mann heim ,

verwendet.

Abbi ldu ng 4 (nächste Sei te) : Schema der enzy matischen  Reakti onen i m LDH-

Assay (Roche:  Cy totoxici ty Detecti on Kit, Instruction Manual , Versi on 5, 1999).
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Di e Zell en wurden fü r 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2 in 6-Wel l-Mi crotiterpl atten

m it verschi edenen Konzentration en der zu untersuchenden Substanzen, gel öst im

Kul tu rm edi um, in kubi ert (n=2). Gl ei chzeitig wurde ei ne„Background“ Kontrolle (2

m l  MGM2-Medi um  ohne Zel len), ein e“Low “ Kontrolle (spontane Freisetzung von

LDH, Zell en mi t 2 ml  MGM2-Mediu m) u nd eine „Hi gh“ Kontroll e ((m axi mal e

Frei setzung von LDH durch vol lständige Lyse der Zell en m it 2,760 m l  MGM2-

Medi um und 240 µ l  Ly se-Puff er („Nonidet“, siehe au ch Kapi tel 4.3.11,

„Mel ani nbesti mm ung m i ttels Ei nbau von 14C-(U) Tyrosin “) durchgef ührt. Danach

wurde die 6-Well -Microtiterpl atte zentri fugi ert (10 Min. bei  250 g), ein Ali quot von

100 µ l  Medi um v on jedem Well  i n ei ne 96-well-Microti terplatte überf ührt (n=10)

und Reagenz-Lösung (jeweil s 100 µ l  pro Well) zu gegeben u nd 30 mi n bei 15°C

i nkubi ert. In  di eser Zei t verfärbte sich  das Medi um  rötl ich. Di e Mi croti terpl atten

wurden i m Dunkeln zum El i saphotometer transportiert und bei 492 nm  abgel esen

(MTP Reader EAR 400 ATC, SLT Labi nstruments, Österrei ch).
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Auswertung der LDH-Messung:

Di e steigende Anzahl  der av italen Zell en oder der m it beschädi gter Mem bran ist

proporti onal der erhöhten LDH-Akti vität i m Zel lüberstand. Di e enzym atische LDH-

Aktivi tät korreli ert di rekt mi t der Konzentration des entstandenen Formazans. Dam it

i st seine Konzentrati on proportional zur Anzahl  der avitalen oder toxi sch

besch ädi gten Zell en.

Berechnung der Zytotoxi zität (%):

(Experi mentel le Probe - „Low“ Kontrolle) x 10 2

„Hi g h“ Kontroll e - „Low “ Kontrolle

4.3.9 Reversibilität der Veränderungen

Nachdem di e z ell ulären Veränderungen ein er Substanz zugeordnet werden konnten,

wurden die Zel len  mi t versch iedenen Kon zentrati onen inku biert und die

Veränderungen  (nach 4 Std. der Einwirkungszeit, nach der di e Veränderungen

f estzustell en si nd) unter Medi umwech sel  ohne Substanz  über l ängere Zeit

beobachtet, um  z. B. eventu ell e Reversibi li tät z u fi nden. Di e Zel len wurden

hi nsichtl ich i hrer Morphol ogi e, Konfl uenz, Prol if erati on und Vital ität über 3

Wochen (Verdoppl ungszeit normal er Zell en) un tersucht.

4.3.10 Einfluss von DMSO

DMSO - Di methyl  Sul foxi d - wurde i n der Zel lkul tur als Lösungsmi ttel  f ür die zu

testenden Stoffe angewendet.

Di eser Stoff wei st i n höheren Konzentrationen toxische Wirkung auf di e epithel ial en

Zel l en, i nsbesondere i hre Mem branen, auf . In den du rchgef ührten Versuchen wu rde

ein Antei l an DMSO von 1 µ l pro 1 m l  Medi um  ni cht überschri tten. Um  die

Wi rkun g von DMSO auf  di e Zel l en zu  charakterisieren, wurde ei ne

Verdünnungsrei he mi t den verwendeten Konzentrati onen von DMSO angesetzt. Di e

dami t behandelten Zel l en wurden au f Vi tal ität, Proli feration, Nekrose un d Apoptose

geprüf t, m ittel s der früher beschriebenen Methoden :
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1. Vi tal ität mi ttel s Trypan-Bl au-Tests

2. Vi tal ität mi ttels MTT-Tests

3. Proli feration m ittels MTT-Tests

4. Apoptoti sche Wirkung mi ttels FACS

5. Nekroti sche Wi rkung  mi ttels FACS

6. Toxi sche Wi rkung über LDH-Freisetz ung

4.3.11 Melaninbestimmung mittels Einbau von 14C-(U) Tyrosin

Di e radioakti ve Mel anin bestim m ung wurde nach der Methode von Victoria M. et al .

durchgefü hrt (168).

Di e vital en Zel len wurden m i t Hil fe des Trypan-Blau Tests i m Häm ozytometer

ausgezäh lt, i n 6-Wel ls Pl atten zu je 20 000 Zel l en pro Wel l  ausg esät und bis zur

Adherenz bei 37°C, 5% CO2 i m Brutschran k inku biert.

Jede zu testende Substanz wurde i n 3 verschi edenen Konzentrationen geprüft (n=4

pro Substanz un d Konzentration). Es erfol gte g lei chzeitig ei ne Kontrol le m it

u nbehandel ten Zel l en und ein e Kontroll e mi t ei nem  bekann ten  Inhi bitor der

Mel ani nsy nth ese (Koji c Acid, Sigm a, Dei sen hof en) i n 3 v erschi edenen

Konzentrationen.

Am  nächsten Tag  wurde das m odif iz ierte MGM-Medi um durch Medi um  m it den z u

testenden Substanz en gewechsel t. Al s Marker der Mel ani nsynthese wurde hier L-

[U-14C]–Tyrosi n (Am mersham , Frei burg) benutzt. Das radi oaktiv markierte C-Atom

i st also statisti sch über das Molekü l verteil t. Dam it wi rd ausgeschl ossen, dass z. B.

du rch Decarboxyl i erun gen fl üch ti ges 14CO2 aus ei ner aussch li essl ichen Markierun g

der Carboxy-Gruppe gebil det wird, was die Messu ng verf älschen würde. Pro Well

wurden 10 µ l  des radi oaktiven  Tyrosi ns eingesetzt (250 µ Ci ). Di e Zel len wurden 4

Tage m it den zu testenden Substanz en inkubi ert (bei  37°C, 5% CO2), ei nschl ießl ich

des Medium wechsels nach 2 Tagen.

Nach dieser Zei t wurde das Medi um  entnom men , die Zell en m i t Dul becco`s Pu ffer

ohne Ca und Mg (4°C) gewaschen, in 240 µ l  Lösu ng aus: 1% Noni det P40 (Si gma,

Dei senhofen), 0.01% SDS (Si gm a, Deisenhof en), i n 1 M Tris: HCl, pH 7.2 und

Protease In hibi tor Coctai l (SIGMA, Dei senh ofen) gelöst und 1 Std. zur Lyse im

Kühl schran k i nkubi ert.
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Der „Coctail “ bestand aus:  AEBSF (104 mi li m olar), Aproti ni n (0.08 mi li m olar=80

m icrom olar), Leu peptin (2.1 m il i mol ar), Bestati n (3.6 m il im ol ar), Pepstati n A (1.5

m i li molar), und E-64 (1.4 m il im ol ar).

Di e Detergenz lösung wurde ei nen Tag vor der Melaninbestim mung hergestellt u nd

bei 4°C aufbewahrt. Di e Protease-Inhi bitoren wi e Aprotini n, AEBSF und di e

Protease-Inhi bi tor Mischung wurden erst 1 Std. vor der Melaninbestim mung

(10 µ l Protease Coctail  au f 1 m l Tri s: HCl  m it 1% Noni det und 0.01% SDS)

zugegeben.

Der Inhal t (Zel l-Lysat) jedes ei nzelnen Well s wurde dann m it der Pi pette i n den

Dot-Blot Apparat (BioRad, München) überführt u nd mi ttel s Wasserstrahl vakuum

(22 m m Hg) du rch di e Membran gesaug t. Das radi oaktiv e, in  saurem  Mil i eu

un lösli che Melanin und di e Mel ani nprekursorenwurden an die Zeta-Probe bl otting

(BioRad, Mü nchen) Mem branen gebunden (15 m i n bei 23°C). Dan ach wu rden di e

Membranen unter Vacuum  getrocknet und 3 Mal  mi t 250 µ l 0.1 HCl  M mi t 0.1 %

un marki ertem  Ty rosin (Sigm a, Dei sen hofen ) gewaschen.

Di e Membranen wurden aus dem Dot-Blot Apparat herausgenomm en und weiter 3 x

f ür 20 Min  mi t 100 ml  0.1 M HCl gewaschen .

Nach dem  Trocknen an der Luf t wurden die Mem branen zerteil t u nd di e den  Proben

entsprechenden  Stücke i n Szi nti l l ationf lü ssi gkei t (3 m l, RotiSz int eco plus, Roth,)

m it dem  Counter auf 14C untersucht.

4.3.12 Elektronenmikroskopie

(in Z usammenarbeit mit Prof. Dr. med. W. Kummer vom Institut für Anatomie

und Z ytobiologie der JLU Giessen).

Di e vi talen Zel len  wu rden  mi t Hi l fe des Trypan-Blau Tests i m Häem ozytometer

ausgezäh lt, i n 6-Wel ls Pl atten zu je 20 000 Zel l en pro Wel l  ausg esät und bis zur

Adherenz bei 37°C, 5% CO2 i m Brutschran k inku biert.

Danach wurden si e für 24 Stunden bei  37°C und 5% CO2 in  6-Wel l -

Microti terpl atten mi t verschi edenen Konzentrati onen (wie bei der LDH-

Besti mm ung) der z u untersuchenden Su bstanzen, gelöst i m Kul turmedium ,

i nkubi ert. Anschli eßend wurde das Medi um entfernt und pro Wel l  200 µ l von der
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GDA-(Gl utardi al dehyd)-Lösung einpi petti ert. So fi xierte Proben wurden weiter i m

Institu t der Anatom i e u nd Zel l biologi e bearbei tet und von Prof . Kum mer

el ektronenm ikroskopi sch au sgewertet.

4.3.13 Zytoskelett-Anfärbung mit Antikörpern

(in Z usammenarbeit mit Dr. med. A. Battmann vom Institut für Pathologie der

JLU Giessen).

Di e Zell en  wurden auf  den Glas-Objektträger (für Zel lku ltur, Becton Di cki nson,NJ,

USA) m it der Zel ldi chte 10x104/ Kämm erchen (0,69 cm 2)/ 750 µ l  Medium  ausg esät

un d über Nacht bei 37°C und 5 % CO 2 bi s zu r Adhärenz  inkubiert. Am n ächten Tag

wurde das Medium  durch ein fri sches Medi um m it den verschi edenen

Konzentrati onen von Mal assezi n ersetzt und bei 37°C und 5 % CO2 über 4 Std.

i nkubiert.

Danach wurde das Medium  entf ern t und die Zel len wurden 2 mal 10 m in mi t dem

Medi um  gewaschen und anschl ießen d i n die Fi xi er- Lösung (250 µ l  pro Kam mer) 2

Stunden bei RT im  Dunkeln  i nkubi ert. Di e Fixi er-Lösung bestand aus 2g

Pi cri nsäure, 40 ml  1% Glutaraldehydlösung gel öst in 1L 0,1M Phosphatpuff er pH

7,4.

Nach  dieser Zeit wurde die Lösung entf ern t und die Kamm er wurden 3 mal  mi t TBS

(Tris buff ered sali ne) gewaschen. Das TBS bestand aus 56g Tris und 218,25 NaCl

gel öst in 2,5 L Aq. dest. (pH=7,4) vor Gebrauch wurde mi t Aq. dest. 10-f ach

verdünnt.

Anschli eßend wu rden di e Anti körper nach der Anl eitung der herstell enden Firmen

i n Antibody Di l uent S2022 (DAKO, Denm ark) verdünnt und jewei ls 200 µ l  zu den

f ix ierten Zell en gegeben . Dan ach erfol gte ei ne Inku bation  über Nacht im  Dun kel n

bei –4°C.

Am  nächsten Tag wurden die Kam mern 3 m al mi t TBS gewaschen, un d bei  den

Kam m ern  mi t ei ngesetzten pol ykl onal en Anti körpern wurde der entsprechende

Zweit-Anti körper  dazu gegeben, hi er Anti  Rabbi t Im mum ogl obul in  MO737

(Verdü nnung 1: 250), m it anschli eßen der 45-m inu ti ger In kubation bei  RT. Di e

restli chen  Kamm ern wurden m it dem  Erst-Antikörper wei ter in kubiert.

Die weiteren Etappen der Zytoskelett-Anfärbung  wurden nach der Anleitung z um

Detecti on Kit APAAP Mouse K5000 (DAKO, Den mark) durchgeführt.
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Di e Kam m ern wurden 3 m al  mi t TBS gewaschen u nd ein  LINK-Anti body anti

Mouse wurde i n jede Kamm er einpi petti ert. Nach 30 m in  Inkubati on bei RT wurde

der Antikörper entfernt und di e Kam mern 3 m al  mi t TBS gewaschen. Danach

wurden jewei ls 200 µ l von APAAP Im munocytocomplex (DAKO Chem ate TM

K500, Den mark) einpi petti ert. Nach 30 mi n Inkubation  fol gte 3-f ach es Waschen mi t

TBS und ansch li eßend di e Färbung m it einer Lösung nach Vorschrift. Di e Lösung

bestand aus ferti gen Reagenzen: AP-Substrat Puff er, Chrom ogen Red 1,Chromogen

Red 2, Chromogen Red 3 und Levam isol, und wurde nach der verwendeten

Objektträgeranzahl  angesetzt. Es erf olgte eine 20mi n Inkubati on i m  Dunkel n bei RT

un d anschli eßendes Waschen (3 x) m i t TBS.

Danach wurden die Kam mern von den Objektträger en tf ernt u nd die Objektträger 2

m i n in  Häm al au n-Lösung inku biert (RT) und in  l auwarm en Leitungswasser

gewaschen , bis si ch der Farbstoff  blau v erfärbt hatte (ca. 4-5 m in). Di e Objektträger

wurden nochmal s kurz  m it Aq. dest. gewaschen, dann eing edeckel t (DAKO

Gl ycery lgel ) u nd mi kroskopi sch ausgewertet.

Tabell e 14: In der Zytoskel ett-Anfärbung verwendete Anti körper

Antikörper Verdünnung Angriffspunkt Herstellerbezeichnung

Mel an A/ MART-1 1: 50 20-22 kDa Dublet
in Melan-A
mRNA-posi tiven
Mel an omzel len

M 7196 DAKO, Clone
A103

1A4, Smooth
Muscl e Actin

1: 100 ? -Isoform des
zytoplasm ati sch en
Aktin s der glatten
Muskul atur

MO 851 DAKO, Clone
A14

Mouse Anti-Hu man
Actin , Muscl e Acti n
HHF35

1: 200 ? - und ? -Aktin-
Isotypen der
glatten
Muskul atur der
Skelett- und
Herzmu skul atur

MO 635 DAKO

Anti MyoD1/

Rhabdomyosarcoma
Marker

1: 50 Epi top am  C-
Ende des MyoD1
Protei ns (45 kDa)

CLA 96/1 m edac

TBS,
Negativkontroll e
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5. Ergebnisse

5.1 Einfluss sekundärer Tryptophan -Metaboliten auf Melanozyten

Um  den Ein fl uss der Metaboli te zu untersu chen, wurden  prim äre kul ti vi erte

Mel anozyten zunächst m it den Frakti onen  der Gel fi ltrati on i nkubi ert (si ehe Kapitel

4.1.5, „Pigm entgewi nnun g und Auf reini gun g“). Dazu wurden 100 Kul turplatten bis

zur Gel chromatographie auf gearbeitet (siehe Kapitel  4.1.6,

„Säu lenchrom atographie“). Di e erhaltenen  si eben Fraktionen wu rden  jeweil s

halbiert, bei de Häl ften m ittels Rotationsverdam pfer ei ngeengt. Di e eine Häl fte

wurde weiterv erarbeitet und di e andere wurde zwecks Wi ederhol barkeit der

Versuche bei -20°C gel agert.

Di e z unächst in den Versuchen ei ngesetz ten Proben wurden zur Entf ernu ng

restl icher Lösungsmi ttel  sowie Restwasser m it ein em Stickstoffstrom bei 42°C f ür

30 mi n getrocknet. Danach wurde das Gewich t jeder einz elnen Fraktion bestim mt

(Gewicht des Röhrchens mi t Substan z/Fraktion m inu s Gewi cht des l eeren

Röhrchen):

Tabell e 15:  Gewi cht der Frakti onen

Fraktion Gewicht (g)

1 ni ch t bestim mt*

2 0,247

3 0,171

4 0,180

5 0,164

6 0,220

7 0,168

*Fraktion 1 wurde n icht eing esetzt, da keine Trockn ung mögl ich  (Geruch nach

Essigsäure und Ethyl acetat auch nach 1Std. im  Sti ckstoffstrom )

Jede Fraktion wurde jewei ls in 1 ml  DMSO gelöst.

Von jeder Frakti on wurde ei ne DC durchgef ührt (Darstel lun g siehe Foto)
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Foto 6: DC-Platte m it den 7 Hauptf raktionen

(Ki esel gel  60; Toluol , Eth ylf orm iat, Ameisensäure, 10:5: 3).

         1        2    3  4        5      6            7

Um den Einf luss di eser Fraktionen zu erkennen, wurde von jeder Frakti on ei n

Al iquot (50; 25; 12,5; 6,25; 3; 1,5; 0,8 µ l) der obi gen Lösungen mi t 100 µ L DMSO

verdü nnt. Von den erhal tenen Verdünnungen wurden jewei ls 10 µ l  auf  2 ml  MGM2-

Medi um zugesetz t und sorgf ältig  g emi scht. Das so m it den Substanz en versetzte

Medi um  wurde steri l  fi ltri ert u nd nach ei nem  Medium wechsel  zur

Mel anozytenkul tur eingesetzt.

Di e Zel len wurden m it den Substanzen  über Nacht i nkubi ert und dann m i t dem

Auf li chtmi kroskop untersucht.

Dabei  fan den sich ausgeprägte Veränderungen der Mel anozyten, und zwar

vorwiegend m it Frakti on 2 und 3. Dabei ist auf der DC-Anal yse zu erkennen, dass

sich die Frakti onen 2 un d 3 in  ihrer Zusam mensetz ung kaum  unterschei den.

Di e Veränderungen äusserten sich in morphologi sch en Veränderungen der Zel len:

statt des dendritischen Aufbaues fanden si ch bi pol are Zell en, i n den h öchsten

Kon zentrati onen auch völ li g abgerundete Zell en. Di ese Verän deru ngen waren bi s i n

die vi erte Verdünnung zu erkennen, darunter fan den sich Zel l en m it normaler

Morphol ogie.
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    Foto 7:  Kontrol lzel len                       Foto 8:  behandel te Zel len

Um  den beobachteten Eff ekt wei ter zu  spezif iz ieren, wu rde Frakti on 2 m ittel s

präparati ver DC weiter auf getrennt. Es konnten 14 ei nzelne Banden/

Unterf rakti onen g ewonnen werden, di e i sol i ert und wi e i m Meth odenteil  (siehe

Kapi teln 4.1.5-4.1.8, „Pi gm entgewi nnung  und Auf rei ni gung“ bi s „HPLC“)

beschrieben zur Gewi nnung der Substanz en behandelt wurden .

Foto 9: DC-Platte der Unterf raktion en von der Hau ptf raktion 2, (Kieselgel  60;

Toluol, Ethylf orm iat, Ameisensäure, 10: 5:3).
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Im  Ei nzel nen wurden f olgende Frakti onen g ewonnen:

Tabel le 16:  Un terfraktion en der Hauptfraktion 2 nach der Auf trennung

DC-Unterfraktion Rf.- Wer t Gewicht (g)

Auf trag ungsort der DC bis „Utes Viol et“ 0 -0.64 0.085

„Utes Violet “ 0.64 0.104

Zwi sch en „Utes Violet “ und „Peters

Gelb“

0.65-0.2 0.137

„Peters Gelb“ 0.213 0.065

„Curry III “ 0.262 0.166

von „Curry III“ bi s „Blau“ 0.362 0.158

„Bl au“ 0.383 0.056

„Marl enes Ol iv“ un d „Sm aragdgrü n“ 0.384-0.425 0.190

„Ocker “ 0.425-0.44 0.111

zwischen „Ocker “ und „Oberes Orange“ 0.44-0.475 0.122

„Oberes Orange“ 0.475 0.161

zwischen „Oberes Orange“ und
„Unteres Li l abl au“

0.476-0,496 0.121

„Unteres Li l abl au“ 0.496 0.143

„Falsches oberes Orange“ 0.581 0.014

„Oberes Li labl au“ 0.617 0.017

Auf  diese Wei se wurde die gesam te Frakti on 2 auf getrennt erhalten.

Da sich  di e relati ven Anteil e wie i n der ursprüngl ich untersuchten Gesam tfraktion

verhalten, wurden die erhal ten en Unterf rakti onen al le i n 100 µ l DMSO gel öst u nd

eine Verdü nnungsrei he wie oben angeg eben, durchgeführt.

Di e mi t den steri l fi l trierten Verdü nnungen v ersetz ten  Zel l en wu rden  jetzt stündl i ch

auf Veränderungen hi n untersucht.
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Nach 4 Stunden konnten stark ausgeprägte Veränderungen wi e oben gefunden

werden  i n Zel len, die mi t den  Unterf rakti onen „Marlenes Oli v“ (MO),

„Sm aragdgrün“ (SG) und „Ocker “ (O) behandel t wurden (Rf-Wert von 0,384-0,44).

Di ese Banden lagen berei ts in m ittel s präparati ver HPLC aufgetrennter Form  vor

(Gradi ent 0-100% Acetoni tri l, Rest Wasser, 180 Fraktion en ü ber 180 mi n), sodass

hier ausgewähl te Hauptf raktionen i n der Zell kul tur au f Aktivi tät geprü ft werden

konnten.

Im  Ei nzel nen wurden  f olg ende Kompon enten der aufgetrenn ten Gesam tbanden (m it

Angabe der zugehöri gen, vereini gten Frakti onen nach  präparati ver HPLC)

untersucht:

O6 (80-88)

MO6 (111-118)

SG8 (121-148)

SG2 (55-62)

MO10 (141-170).

Di e Auswahl der Stoffe erfol gte danach, dass dari n ein  m ögli chst „breites“

Spektrum  an Kom ponenten (bezügl ich Li pophi li e) en thal ten war (si ehe HPLC-

Läufe).

Mit den f ünf ausgewäh lten HPLC-Fraktion en wurden, nach oben beschri ebenem

Vorgehen, Verdünnungsrei hen hergestell t und in  der Melanozyten-Kultur überprüft.

Innerhal b von 4 Stunden zei gten si ch di e bewussten Veränderungen i n der

Zell morpholog ie bei 06 un d SG2 i n den ersten 4 Verdün nungs-Stuf en.

Di e Fraktion  O6 wurde im  fol genden wei ter untersucht, da von i hr noch 10 mg  zur

Verf ügung standen. SG2 l ag ni cht m ehr i n vorgetrennter Form vor. Da „O“ u nd

„SG“ si ch i m Rf-Wert (si ehe Tabell e 16) un d der Zusamm ensetz ung ni cht

wesentli ch unterscheiden , wu rde l edi gli ch O6 wei ter auf gereini gt.

Tabell e 17 (näch ste Sei te) : Die fün f ausgewähl ten HPLC-Fraktionen (HPLC-Lauf

und di e Wi rkung auf di e Zel l en).
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Analytischer HPLC-Lauf Wirkung auf Melanozyten

SG 2

MO 6

O 6
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SG 8

MO 10
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Di e Fraktion O6 wurde m ittels präparati ver HPLC (gesprei zter Gradi ent von 40-

70% Acetonitri l, sonstig e Beding ungen unverändert) in wei tere acht Unterfraktionen

aufgetrennt (m it Angabe der zugehöri gen, vereini gten Frakti onen aus der

präparati ven HPLC):

O61 (10-12)

O62 (13-40)

O63 (41-46)

O64 (47-52)

O65 (53-59)

O66 (60-64).

Von den Fraktionen O61-O66 wurden jewei ls 0.5 mg  i n 100 µ L DMSO gelöst und

dami t wurde wei ter verf ahren wie oben beschrieben. Di e m orphol ogi sch en

Veränderungen traten jetzt nur noch  in Frakti on O64 auf . Di ese Substanz war laut

anal yti scher HPLC weitgehend einheitl i ch. Ein  Ali quot (1 m g) der Fraktion wu rde

n ach München z ur Strukturaufklärung geschi ckt. Die Substanz erwi es sich

bemerken swerterweise al s das kürz li ch i n diesem  Projekt erstm als isol ierte und

synthetisierte Mal assezi n [2-(1H-indol-3-yl m ethy l)-1H-indole-3-carbal deh yde]

(171).

Tabell e 18 (nächste Seite) :  HPLC-Unterf raktionen der Fraktion O6 (HPLC-Läufe

u nd di e Wirkung auf di e Zel l en).
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O6 1

O6 2

O6 3
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O6 4

O6 5

O6 6
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Malassezin - [2-(1H-indol-3-ylmethyl)-1H-indole-3-carbaldehyde]

C18H14N2O
MW 274.32

N
H

N
H

O

H

Bei  Mal assezi n handel t es si ch um  einen f arbl osen Festkörper m i t 2,3-́verknüpfter

Bi sindol ylm ethan-Struktur und Aldehydgruppe, welch er bi sh er au sschli essl ich  i n

Kul turen von Malassezia furfur nachgewiesen werden  konnte (171).

5.2 Vitalität

Trypan-Blau Test und MTT-Test

Di e Vital ität der Zel len wurde wi e i m Kapitel 4.3.2.1 („Trypan-Bl au-Test“) un d

4.3.2.2 („MTT -Test“) beschrieben, bestim m t. Im Try pan-Blau-Test wurden di e

dunkel-blau an gefärbten Zell en im  Hämozytom eter ausgezäh lt. Im  MTT-Test

erfol gte eine spektrophotometrische Messung der Absorption. Die Zell en wu rden

m i t versch iedenen Konzentrati onen von Mal assezi n 24 Std. in kubiert.

Es wu rde ein konzen trati onsabhän giger Ei nfl uss von Malassezin  auf  die Vi tali tät der

Melanozyten beobach tet. Mi t der auf steig enden Konzen trati on di eses Stoff es sti eg

der prozentual e Anteil  an avi tal en Zel len. Dabei  wurde auch  ansteig ende Zahl  der

abgel östen Zel len i m Lichtm ikroskop gefu nden. Bei  den drei  höchsten

Konzentrati onen (248; 124; 50 µ M) waren al le Zel len abgelöst, bei der

Konzentration  25 µ M war eine fast v öll ig e Adhärenz zu  sehen. Bei  den m i t wei teren

klei neren Konzentrationen behandelten Zel l en wurde vol l ständi ge Adhärenz

beobachtet. Ähnli che Ergebni sse li eferte der MTT-Test.

Di e fol gende Abbi l dung (nächste Seite) zei gt die Ergebni sse der durchgefü hrten

Färbung.
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Abbi l dung 5:  Vitali tät (%) besti mm t m ittels Trypan-Bl au- (n=2, LD50=25 µ M) und

MTT-Test (n=7, LD 50 ca. 10 µ M).
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5.3 Bestimmung der Proliferation (MTT-Test)

Di e Zell en wurden wie oben behandel t, all erdings über einen Zeitraum von  4 Tagen.

Di e Ergebnisse zei gt f ol gende Abbi l dung

Abbi l dung 6:  Bestim mu ng der Prol if erati on (MTT-Test, n=8, ED 50 ca. 10 µ M)
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5.4 Differenz ierung der Apoptose und Nekrose mittels FACScan

Darg estell t ist der bei der entsprechenden Konzen trati on von Mal assezin auftretende

Antei l an n orm alen, apoptoti sch en sowi e nekroti schen Zell en.

Abbi l dung 7:  Graf ische Darstell ung der FACScan-Anayl yse
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0 0,1 0,5 1 2 4 6 25 50 124 248
Konzentration von Malassezin (µMol)

nekrotische Zellen apoptotische Zellen unveränderte Zellen

Di e folgenden Histogram m e zei gen di e Zel l vertei lu ng der unbehandel ten Zell en (1)

und der mi t 50 µ M (2) sowi e mi t 248 µ M Malassez in (3) beh andel ten Zel len.

1) un behan del te Zell en 2) Apoptose 3) Nekrose
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5.5 Enzymatische Differenzierung der Apoptose durch Caspasen

Di e Zel len wurden 2, 4 und 6 Stunden mi t 3 verschi edenen Konzentrati onen v on

Mal assezin behandel t (25; 6; 4 µ M).

Bei  der Western-Bl ot-An alyse wu rden di e Anti körper gegen  Caspase 8 un d 9

eingesetz t.

Nach  2 Std. konnten kei ne Veränderungen in  der Western-Bl ot-Anal yse gef unden

werden, sowohl  bei  den Proben mi t ei ngesetztem Antikörper gegen di e Caspase 8

als auch  gegen  di e Caspase 9. Si e wurden si chtbar nach  4 und 6 Stunden, und

bli eben konstant. Die Veränderungen  bezogen sich aber nur auf  die Proben mi t

eingesetz tem  Anti körper gegen di e Caspase 9.

Dabei wu rde ei ne konzentrati onsabhängi ge und konti nui erli che Reaktion mi t dem

Antikörper gegen  die Caspase 9 visual isi ert.

Bei  den anderen Proben wurde keine Reakti on mi t dem Antikörper gesehen.

Di e Ergebni sse der Western-Bl ot-An aly se mi t dem Anti körper gegen di e Caspase 9

zei gt Abbi l dung 8.

Abbil du ng 8: Ergebnisse von Western-Blot

K-Kontrol le/unbehandelte Zel l en

1- Zel len behandel t m it 4 µ M Malassezin

2- Zel len behandel t m it 6 µ M Malassezin

3- Zel len behandel t m it 25 µ M Malassezin

              46,5 kDa
              37    kDa
              35,4 kDa

Caspase-9

  1        2      3       K
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5.6 „Höchst - Färbung“ (Färbung mit HOE 33342)

Di e Zell en wurden mi t 25 µ M Malassezi n über 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14,18 Std.

behandel t. Nach der entsprech enden Inkubati onszei t erf olg te die„Höchst -Färbung“

und die mi kroskopische Auswertung der Ergebni sse.

Foto 10: unbeh andel te Zell en

Foto 11:  behandel te Zel len, nach 2 Std., kei ne wesentli chen  Veränderungen  im

Zell kern
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Foto 12:   behandel te Zellen, nach 4 Std., Erscheinung von „apoptotic bodi es“

Foto 13:  behandel te Zellen, nach 5 Std.;

mehrere Zel lkerne mi t„apoptotic bodi es“, si chtbare Veränderungen im  Zell kern

Foto 14:  behandelte Zell en, nach 11 Std., Zell kernreste
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5.7 „Comet Assay“ (single cell gel elektrophoresis assay)

Di e Zell en wurden 6 Std. mi t 25 und 6 µ M Mal assezin  behandel t.

                              Foto 15: unbehandel te Zel len

Foto 16: behandel te Zel len  (6 µ M Mal assezin )

Foto 17: behandel te Zel len (25 µ M Mal assezi n)
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5.8 LDH-Freisetzung (Lactat-Dehydrogenase-Assay)

Abbil dung 9:  Ergebnisse der LDH-Freisetzung  (n=4, LD50 ca. 3,4 µ M)

Toxizität von Malassezin
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Konzentration von Malassezin (µM)

Maximale Lyse mit Nonidet

5.9 Reversibilität der Veränderungen

Di e Zel len, di e zuerst m it versch iedenen Konzentration en von Mal asezin  behan delt

waren, wurden dann mi t fri schem Medi um versetz t un d über den Zei traum  von 3

Wochen beobachtet. Es wurde keine Reversibil ität der Veränderu ngen beobachtet

(Konfl uenz, Vi tal ität, Prol if erati on).

5.10 Einfluss des verwendeten Lösungsmittels DMSO auf die Parameter

Um  ei nen Ei nfl uss des v erwendeten  Lösungsmi ttel s DMSO auszuschli essen, wurden

konzentrationsabhän gig di e Einf lüsse auf  die verwendeten Parameter untersucht.

Di e Erg ebni sse si nd i n den Abbi ldungen 10-13 darg estell t. Faz it: In den Versu chen

wurde maxim al  0,5 µ l auf  2 m l Medium  v erwen det. In diesem

Konzentrationsberei ch i st kein  Ei nf luss des DMSO zu erkennen.
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5.10.1 Vitalität mittels Trypan -Blau- und MTT- Tests

Abbi l dung 10:  Einf l uss von DMSO auf di e Vi tal i tät der Mel anozyten

(n=2 bei Trypan-Bl au un d n=5 bei  MTT-Test).
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5.10.2 Proliferation m ittels MTT- Tests

Abbi l dung 11: Ei nfl uss von DMSO auf  die Prol if erati on der Mel anozyten (n=8)
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5.10.3 Apoptotische und nekrotische Wirkung m ittels FACS

Abbi ldung  12:  Ei nfl uss von  DMSO au f die apoptotischen und nekroti schen

Veränderungen der Mel anozyten
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unveränderte Zellen apoptotische Zellen nekrotische Zellen

Der An tei l der Zel len  m i t apoptotischen bzw. nekrotischen Veränderung en fäl l t

zusam m en und ist vernachlässi gbar gerin g.

5.10.4 LDH Freisetzung (Lactat-Dehydrogenase-Assay)

Abbi l dung  13: Ei nfl uss von DMSO auf  die LDH-Freisetzun g (n=4)
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5.11 Melaninbestimmung mittels Einbau von 14C-(U) Tyrosin

Abbi l dung 14:  Ergebni sse der Mel ani nbesti m mun g mi ttel s Ei nbau von 14C-(U)

Tyrosi n (n=3)
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Dargestell t i st die radi oaktive Markierung der ly sierten und über ei ne Zeta-Probe-

Mem bran fi ltri erten Zel len  (Dot-Blot-Techn ik). Es f and si ch ei ne

konzentrati onsabhängi ge Reduktion der Ei nbaurate des Tyrosi ns, bei Kojic acid

deutl icher ausgeprägt al s bei Mal assezi n.

5.12 Elektronenmikroskopie

Kontrol lz ell en (Fotos 18-21)

Di e adhärent wachsenden Kontrol lz ell en der Melan ozyten si nd von un regelm äßi ger

Gestalt m it sehr langen Zell au sl äufern. An der Oberfl äch e si nd teil s kein e

Fil opodi en zu  sehen. Die Zel len enthal ten di e ü bli ch en Organel len, besonders

auff al lend si nd di e z ahl rei ch  anzutreff enden Mel an osom en . Di ese Melanosomen

konzen trieren si ch tei l s i n den eben beschriebenen Zell f ortsätzen. In

Tangenti alschni tten l assen si ch i n f lach ausgezog enen Randbereichen der Zell en

häufi g au ffal l ende z ytoskel ettäre Fi lam entbündeln v orwiegend radi ärer Anordnung

antreff en.
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Fotos 18-21 El ektronen mi kroskopie von unbeh andel ten  Zell en

18 19 20 21

Behandelte Zel len (Fotos 22-25)

Die Zell en si nd kugel ig abg erun det. Fi l amentbündel  wi e bei den adh ärenten

Kontrol l en sind ni cht mehr zu erken nen. Di e Zell en z ei gen g enerel le Zeichen der

Zel lschädig ung, ei n ni cht u nerhebl icher Teil  ist vol lständi g lysiert. Durch gehendes

Merkm al i st eine Vaku oli si erung  der Zell en, di e tei ls m äßi g bis dezent, tei ls äußerst

augeprägt sei n kann. Ch arakteristi ka der Apoptose sin d kaum zu erkennen. Tei ls i st

ei nzel nes blebbing an  der Zel lkon troll fl äche z u erkennen, wei tere Apoptose-

spezi fi sche Merkmale al lerdi ngs kaum. Der Zel lkern zeig t zwar durchaus

Veränderungen, darunter auch teil weise Chromati nkondensierung, di ese zei gt

jedoch ni cht das bekannte homogen e Muster oder auch eine entsprechende

Anreichu ng am  Ran de des Zell kern s. Auch di e ausgeprägte Vakuol isierung spri cht

ni cht für ei ne Apoptose. Melan osom en sind zwar tei ls zu erken nen, schei nen

i nsgesam t aber seltener vorhan den z u sein , al s in den gesehenen Kontrol lzell en,

ohne dies jedoch quanti fi ziert zu haben.

Fotos 23-26 El ektronenm ikroskopi e von behandel ten Zellen

22 23 24 25
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5.13 Zytoskelett-Anfärbung mit Antikörpern

Abbi ldung 15 nächste Seite :  Ergebni sse der Zytoskelett-An färbung Vergrößerung

400x, Querformat!

Dargestel lt si nd die Ergebni sse der Anf ärbung mi t den entsprechen den Anti körpern

(si ehe Legen de rechts) sowi e der Ei nfl uss versch iedener Konzentrati onen von

Mal assezi n (sieh e Legen de unten). Hauptkri teri um ist di e Anf ärbu ng m it dem

Antikörper, weshal b auf eine grössere Darstel lu ng verzi chtet wurde.

Ergebni sse:

Es fol gt eine kurze Beschreibung  der erhal ten en Färbungen:

Aktin:

Es fi ndet si ch ei ne deutl i che kon zentrationsabhängig e Abnahm e der Färbereakti on

mi t dem Antikörper HAF 35, wobei  ei ne tei ls punktförmi ge, ei ne teil s f lächen hafte

zytoplasmati sche Anfärbung vorl iegt.

1A 4:

Hi er f indet si ch ei ne konzentrati onsun abhäng ige un d konti nuerl ich e Reakti on m it

dem 1A 4-Anti körper m i t kräftig er f lächenhafter z ytopl asmatischer An färbung

Mel an A:

Hi er f i ndet si ch ebenfal l s (wi e bei  1 A 4) eine konzen trationsunabhängi ge und

kontinui erli che Reakti on m it dem  Mel an A-Antikörper m it tei ls kräf ti ger

zytopl asm atischer, teil s schwacher punktförmi ger Reaktion (nur bei  größerer

Auf lösung zu sehen)

MyoD1:

Hi er f indet si ch ei ne kaum  sichtbare, sehr schwache punktf örm ige z ytopl asmati sche

Färbung.
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5.14 Tabellarische Z usammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Tabel len  zu Abbi l dung 5

Tabell e: Vi tali tät (%) i m Trypan-Bl au-Test
Konzentration von Malassezin (µM) Wert 1 (%) Wert 2 (%) Mwt. Stabw.

0 100 100 100 0
0,1 100 100 100 0
0,5 100 100 100 0
1 100 100 100 0
2 98 94 96 2,82842712
4 93 87 90 4,24264069
6 61 79 70 12,7279221
25 55 45 50 7,07106781
50 18 22 20 2,82842712

124 0 0 0 0
248 0 0 0 0

Tabel l e: Vi tal ität (%) i m MTT-Test
Konzentration  von
Malassezin  (µM) Wert 1 Wert 2 Wert 3 Wert 4 Wert 5 Wert 6 Wert 7 Mwt. Stabw.

0 99,7 98,3 99,4 97,4 99 101,6 103,4 100 2,04
0,1 106 106 110 112 108 102 102 119,4 3,78
0,5 107 113 109 115 114 109 111 111 2,968
1 108 115 109 109 107 104 103 107,3 3,934
2 97,7 101 95 114 113 98,5 107 103,8 7,632
4 90 93,4 89 93,8 90 93,3 83,6 90,13 3,593
6 57,3 59,1 62,6 65,2 59,3 59,1 56,9 59,63 2,966

25 13,8 16,2 14,5 15,1 15,3 15,2 14,7 14,95 0,748
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0

124 0 0 0 0 0 0 0 0 0
248 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabell e zu  Abbil dung 6:  Besti mm ung der Proli ferati on (MTT-Test)
Mal assezi n

(µ M)
Wert

1
Wert

2
Wert

3
Wert

4
Wert

5
Wert

6
Wert

7
Wert

8 Mwt Stabw
0 1,058  1,043  1,055  1,034  1,051  1,069 1,079 1,097  1,061  0,020

0,5 1,13  1,113  1,163  1,155  1,67  1,71  1,109  1,117  1,141  0,026
1 1,146  1,2  1,154  1,128  1 ,133 1,1  1,123  1,131  1,139  0,029
2 1,034  1,063  1,003  1,185  1,194  1,114 1,055 1,180  1,104  0,075
4 0,957  0,975  0,939  0,97  0,956  0,941 1,007 0,918  0,958  0,027
6 0,607  0,617  0,661  0,675  0,624  0,615 0,638 0,625  0,633  0,024
25 0,147  0,169  0,153  0,157  0,161  0 ,159 0,165 0,159  0,159  0,007
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Tabell e zu  Abbil dung 7:  Die Zu sam menstel lung  der Ergebni sse von FACScan-
Anal yse m it Malassezi n
Konzen trati on von Malassezi n

(µ M) Nekrose (%) Gesun de Zel len  (%) Apoptose (%)
0 0,1 94,67 5,23

0,1 0,18 94,69 5,13
0,5 0,23 91,53 8,24
1 0,24 84,92 14,84
2 0,26 65,56 34,18
4 0,58 50,59 50,01
6 0,78 11,48 87,74
25 1,58 6,38 92,04
50 2,03 2,92 95,05
124 87,72 0,53 11,69
248 100 0 0

Tabell e zu Abbi ldung 9:  Ergebni sse der LDH- Freisetzu ng mi t Mal assezi n
Mal assezi n (µ M) Wert1 Wert 2  Wert 3  Wert 4  Mwt. Stabw

0 0,212 0,224  0,218  0,206  0,215  0,00774597
0,5 0,189 0,215  0,207  0,245  0,214  0,02335237
1 0,241 0,198  0,203  0,254  0,224  0,02772484

1,5 0,264 0,234  0,217  0,277  0,248  0,02741046
2 0,412 0,365  0,406  0,357  0,385  0,0280119

2,5 0,468 0,506  0,47  0,501  0,48625  0,02003954
3 0,517 0,5 46 0,508  0,525  0,524  0,01622755
4 0,591 0,629  0,603  0,589  0,603  0,0184029
6 0,709 0,657  0,704  0,622  0,673  0,04128761
8 0,771 0,789  0,819  0,769  0,787  0,02315167
10 0,92 0,799  0,931  0,874  0,881  0,05998333
14 0,99 0,89  0,954  0,974  0,952  0,04387862
28 1,118 0,998  1,101  0,987  1,051  0,0680539
56 1,168 1,137  1,128  1,163  1,149  0,01951068

Nonidet 0,989 1,07  1,128  1,19  1,09425  0,08558183
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Tabell en zu Abbi ldu ng 10:  Ei nfl uss vonDMSO auf  die Vi tal i tät der Mel anozyten

Tabell e: Vi tali tät (%) i m Trypan-Bl au-Test
Anteil an DMSO im

Medium(µL/2ml) Wert 1 Wert 2 Mwt. Stabw.
0 100 100 100 0
1 100 100 100 0
3 100 100 100 0
6 100 100 100 0
8 100 100 100 0

10 100 100 100 0
15 96 98 97 1,41421356
18 95 91 93 1,93
20 86 94 90 1,78

Tabel l e: Vi tal ität (%) i m MTT-Test
Anteil an DMSO im

Medium (µL/2ml) Wert 1 Wert 2 Wert 3 Wert 4 Wert 5 Mwt. Stabw.
0 99 100 98,7 101 95,8 100 2,04
1 101,6 98,7 99,4 102,1 101,3 100 1,48223
3 102,1 103 101,2 99,8 102 100 1,20083
6 99,7 100 102,5 101,1 103 100 1,46731
8 100,1 99,5 103 99,9 98,7 100 1,6334
10 102 99,3 101,3 99,6 100,2 100 1,14324
15 93 89 92 88 96 90 3,20936
18 95 80 87 91 84 88 5,85662
20 89 79 69 83 87 80 7,92465

Tabel le zu Abbi ldung 11: MTT-Test m it DMSO
Anteil an  DMSO

(µL/2 ml Medium) Wert1 Wert2 Wert3 Wert4 Wert5 Wert6 Wert7 Wert8 Mwt. Stabw
0 0,836 0,787 0,814 0,786 0,825 0,779 0,802 0,776 0,801 0,02092
1 0,822 0,832 0,753 0,768 0,778 0,758 0,827 0,839 0,797 0,03386
3 0,782 0,812 0,783 0,841 0,768 0,805 0,817 0,787 0,799 0,0222
6 0,773 0,818 0,821 0,775 0,768 0,779 0,837 0,824 0,799 0,02628
8 0,780 0,817 0,811 0,805 0,789 0,827 0,812 0,778 0,802 0,018

10 0,759 0,738 0,872 0,832 0,78 0,816 0,813 0,835 0,806 0,04396
15 0,72 0,825 0,84 0,83 0,789 0,83 0,819 0,79 0,805 0,0367
18 0,711 0,824 0,808 0,857 0,89 0,869 0,741 0,754 0,807 0,06114
20 0,752 0,79 0,823 0,823 0,875 0,713 0,880 0,784 0,805 0,05375

Tabell e zu Abbi l dung 12:  Die Zu sam menstell ung der Erg ebni sse von FACScan-
Anal yse mi t DMSO

Antei l  an DMSO
(µ l/2 m l Medi um)

nekrotische Zel len
(%)

unveränderte Zell en
(%)

apoptotische Zell en
(%)

0 0 94,47 1,52
0,25 0,04 97,72 0,21
0,5 0,06 97,67 0,14
1 0,08 96,89 0,23
2 0,12 95,75 0,18
5 0,57 95,34 0,26
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Tabell e z u Abbil dung 13:  Ergebnisse der LDH-Frei setzung m it DMSO
Antei l an DMSO
(µ l /2ml  Medi um) Wert 1 Wert 2  Wert 3  Wert 4  Mwt.  Stabw

0 0,212 0,224  0,218  0,206  0,215  0,008
0,25 0,189 0,215  0,207  0,245  0,214  0,023
0,5 0,241 0,198  0,203  0,254  0,224  0,028
1 0,215 0,223  0,231  0,24  0,22725  0,011
2 0,228 0,217  0,227  0,213  0,22125  0,007
5 0,234 0,215  0,209  0,256  0,2285  0,021

Noni det 0,989 1,07  1,128  1,19  1,09425  0,086

Tabell en zu Abbi ldung 14: Mel ani nbesti mm ung  mi ttel s Ei nbau von14C-(U) Tyrosi n
unter Einf luss von  Mal assezi n
Konzentrati on von Malassezi n

(µ M) Wert 1 Wert 2  Wert 3  Mwt. Stabw
0 6586,66 7181,06  7680,79  7149,50333 547,747188

0,6 6690,55 7301,43  7853  7281,66  581,477119
1,7 6378,04 6362,6  7262,27  6667,63667 515,025436
2,1 1863,64 4403,57  3147,45  3138,22  5 69,078602
2,6 1438,88 1713,64  1828,52  1660,34667 200,212305
4 1380,89 1262,63  1334,93  995,625  59,6168869

Konzentration von Kojic
Aci d (µ M) Wert 1 Wert 2  Wert 3  Mwt. Stabw

0 6586,66 7181,06  7680,79  7149,5033  547,74719
4 4301,73 3406,58  4062,28  3923,53  463,42427
6 1397,24 2298,91  2357,49  2017,88  538,28748
10 1749,52 1707,78  1283,14  1580,1467  258,06061
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6. Diskussion

Pi ty ri asi s v ersicolor i st ei ne der h äufi gsten Mykosen der m enschl ich en Haut. Ihre

Besonderheit besteht in  Hypo- u nd Hyperpi gm entierungen, die f ür die Pati enten ei n

großes kosmeti sches Probl em darstell en.

Di ese Depigm entierungen werden in sbesondere bei  Beli chtung deutl ich, bei  der die

Um gebung  n orm al e Pigm enti erun g zei gt; die Herde neigen all erdin gs ni cht z u

verm ehrten Sonnenbränden (146).

Wi e in der Ein leitung beschri eben , exi stieren ei ne ganze Rei he von Th eorien z um

Mechanismu s der Depigm entierungen , di e aber all e entweder ni cht haltbar si nd oder

nu r Tei laspekte berü cksi chtigen.

In der vorl iegenden Arbeit sol lte erstmals der Versuch unternom men werden, den

von Mayser et al. (112) neu entdeckten Tryptophan-Stoffwech sel weg i n Malassezia

furfur, bei dem  ei ne Viel zahl von Fluoroch rom en und Pigm enten, al lesam t

Indol derivate, entsteh en, auf  eine m ögl iche Beei nfl ussung von hum anen

Melanozyten zu untersuchen . Bi sher konnte ei npotenter Lichtschutz (110) sowie ei n

g elb-grü n fl uoreszierendes Lacton (111) i sol i ert werden, di e beide für die geringe

UV-Empf in dli chkeit der Läsi onen  verantwortl i ch sein könnten, i m Fall e des Lactons

auch für di e dif ferentialdi agnosti sch  wichti ge Flu oreszenz  der Läsi onen im  UV-

Li cht. Die aus Mal assezi a-Kul turen i sol ierten Pi tyri aru bine sowi e das

Pi tyri aanh ydri d stel len  Verwandte des Arcy ri arubins (Bi s-Indoly lm al ei ni m i d) dar,

eines potenten Proteinkinase C-Inhi bi tors, und könnten mi t der gerin g au sgeprägten

i nf lam m atori schen Reakti on i n PV-Herden assozi iert werden (93). Der Rohextrakt

wei st tyrosi naseinhi bi torische Eig enschaften auf  (159). In wei tergehen den

Untersuchungen konnte ei ne Hem mwirkung auf  di e Dopa-Anfärbun g von

Melanozyten i n hum aner Haut (Model l  für die Mel anogen ese) gef unden und auf

zwei  bisher un bekannte In dolderi vate z urückgef ührt werden  (40). Insgesam t ergi bt

sich der Eindruck, dass der neu entdeckte Stoffwechsel weg en g m it den

Pathom ech anismen der Erkrankung z u korrel ieren schei nt. Deshal b wurden in der

vorl ieg enden Arbeit humane Mel anozyten i n Kultur den gesam tenProdukten des

Tryptophan -Metaboli sm us von Malassezia furfur ausgesetz t, um  m ögl iche selekti ve

Ei nwirkungen in Erfah rung z u bri ngen.

Nach Behandl ung m it dem Rohextrakt aus Kulturen  von M. furfur konnten

schädigende Einf lü sse au f die kul ti vi erten  Zel len beobachtet werden. Di e
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Veränderungen äusserten sich i n der Morphol ogie der Zell en:  statt des dendri ti schen

Aufbaues fanden sich  bipolare Zel len, in  den höchsten Konzen trati onen auch völl ig

abgerundete Zell en.

Da der Rohextrakt viele unbekannte Stoffe bei nhal tet, wurde er in Unterf raktionen

getrenn t m it dem  Zi el , di e die Veränderungen ausl ösen den Verbin dungen  z u

isoli eren und zu i den ti fi zi eren. Di e gef unden en Veränderungen  l iessen sich  durch

das Verfahren  auf eine Verbi ndung zurückführen. Die Strukturauf klärung erfol gte i n

Münch en m i ttel s 1H- und 13C-NMR (600MHz), hochauf lösender

Massenspektroskopie (HRMS) sowie FT-IR-Spektroskopi e anal ysi ert. Zur

Auf nahm e geeign eter Massenspektren standen verschi eden e Ionisati onsm ethoden

zur Verfü gung (EI, ESI, FAB und CI). Die Substanz konnte als das schon bekann te

Mal assezi n charakteri siert werden. Si e weist Ei genschaften ei nes potenten Ah-

Rezeptoragoni sten auf (171).

Da die Substanz bereits chemi sch-synth eti sch zugängl ich war (171), wurde das

Syntheseprodukt in den Zell kul turexperi men ten ei ngesetzt. Dabei zei gte si ch

bezügl i ch der wi rksamen Konzentrati onen und der m orphologi sch en

Zell veränderungen kein Unterschi ed zur natürl ichen Substan z, sodass diese in  den

wei teren Untersu chungen ei ngesetz t wurde. Zunächst wurde der Ei nfl uss auf  di e

Vi tali tät und Proli feration  der Melanozyten untersucht. Die mi t verschi edenen

Kon zentrationen behandelten Zel l en wurden m i ttels Trypan-Bl au Färbung

untersucht. Dabei  ergab sich  bei den mi t den höchsten Konzentration en von

Mal assezi n behandelten Zel len, dass di e Mehrz ahl avi tal  war. Mi t abstei gender

Konzentrati on von  Mal assezi n nahm  die Zahl der vital en Zel len zu. Die avital en

Zell en waren  leicht zu erkennen, in  dem  sie ih re Adhärenz v erl oren hatten und

abgerundet waren. Ähnl iche Ergebni sse li eferte di e Prol if erati onsrate, di e mi t der

anstei genden Zahl der av ital en Zell en san k. Bei  den anderen, ni edrigeren

Kon zentrati onen  von Malassezi n mi t geringem Ei nf luss au f di e Vi tali tät f and sich

auch ein geri nggradig er Ei nfl uss auf  die Prol if erati on der Zel len.

Um  ei ne m ögli che Reversibi l ität dieser Veränderungen nachzuwei sen, wurde das

Medi um mi t der zu testenden Substanz durch das MGM2-Medi um  ersetzt und die

Zell en wurden 3 Wochen l ang beobachtet. Di e ni cht adhärenten Zell en wurden

zuerst zentri fugi ert und danach  ins frische Medi um  überfüh rt. Bei  den m it den

höchsten Konzentrati onen behandelten Zell en, die in der Mehrzahl avital  waren,

konnte keine Reversi bil ität beobachtet werden. Di e Zel len wurden trotz lan ger
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Inkubati onszei t mi t frischem  Medi um nicht adhärent un d haben auch nich t

prol i feriert. Bei  den adhärenten Zell en verli ef  das wei tere Wachstum  f ast gl ei ch wi e

bei  den Kontrol l zel len.

Di e mi t Malassezin  gefundenen Veränderungen der Zel len entsprechen den

Pati entenbef unden der Arbeitsgru ppe um  Breathnach (24), di e ausgeprägte

Veränderungen  der Melanozyten bis hin  zu deren Untergang f and.

Ähn li che Aussagen li ef ern  di e elektronenm i kroskopi schen Untersuch ungen  der m it

Mal assez in behandel ten Zell en. Die Zel l en sin d ku gel ig  abg eru ndet. Fil am entbündel

wi e bei  den adhärenten Zel len  sin d n ich t mehr zu erken nen. Die Zel l en zei gen

generel le Zeich en der Zell sch ädi gung, ei n ni cht un erh ebl icher Tei l  i st v oll ständig

lysiert. Durchgehendes Merkm al  i st eine Vakuolosierung der Zell en, di e tei ls m äßi g

bis dezent, teil s äußerst augeprägt i st. Charakteri sti ka der Apoptose sind kaum  zu

erkennen , aber auch  ni cht  abzul ehnen. Teil s ist ein zel nes bl ebbi ng an der Zell f läche

zu erkennen, weitere Apoptose-spez if ische Merkm al e al l erding s kaum . Der Zel lkern

zeigte zwar durchaus Veränderun gen, darunter auch teil weise

Chromati nkondensierung, di ese z eigt jedoch ni cht das bekannte h omogene Muster

oder auch ei ne entsprechende Anrei chung  am Rande des Zell kerns.

Auch die ausg epräg te Vakuoli si erun g spricht ni cht für ei ne Apoptose. Mel anosomen

si nd zwar tei l s z u erkennen, schei nen in sgesamt aber seltener vorhanden z u sein, al s

in den gesehenen  Kontroll zel len, ohne dies jedoch quanti fi zi ert zu haben.

Es ist sehr schwieri g, ei ne Aussage bezügl ich der apoptoti schen und nekrotischen

Erscheinung en durch die elektron enmi kroskopi schen Untersuchungen der i n vi tro

kulti vierten Zel len  zu treff en.

Di es könnte di e Ursache dari n haben, dass in der Zell kultur der späten Apoptose

wegen nicht vorhandener phagozyti erender Zel l en zwangsl äuf ig auch der

Mem branzu sam m enbruch  fol gt, was auch al s „sekundäre Nekrose“ bezeichnet wi rd.

Eine g emein sam e Erschei nun g ist di e DNA-Fragmentierung, di e bei  der Apoptose

geri chtet geschi eht, bei  der Nekrose hingegen durch f rei gesetzte lyti sche Enzym e

zufäll ig erf olgt. Daran wird das Problem deutli ch, in  der Zel lkultur zwi schen

nekroti sch en und spätapoptotischen Zell en z u di fferenz ieren. Ei n wei teres Probl em

ist das Auf treten  atypi sch er Apoptosen, bei denen ein oder m ehrere Charakteristi ka

feh len  können.

Aus di esen Gründen wurden  i n dieser Arbei t mehrere unterschi edl iche

apoptosespezi fische Nachwei sm ethoden durchgef ührt.
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Um  di e Anwesenh eit der apoptotischen  Veränderungen i n den behandel ten  Zell en

sichtbar darz ustell en, wu rden daf ür geei gnete und spezi fi sche Methoden

angewendet:  di e sogenannte Höchst-Färbung (der Nam e kom mt von der Fa. Höchst,

die den Farbstoff herstel lte) und der Com et Assay (Apoptosis Detection Kits R&D

System s/sin gle cell  g el el ektrophoresis assay ) basi eren auf der Zell kernanf ärbung.

Bei  der Höchst-Färbung wird ei n Bi sbenzi m id-Farbstoff ei ngesetzt, ein e Substanz,

die an aden in- u nd thym i din rei ch e Sequenzen bindet und som i t spez if i sch den

Zell kern  anf ärbt. Der Farbstoff besi tz t die Eigen schaf t, bei  Anregu ng m it Li cht der

Wel lenl äng e von 360 nm  bl au zu fl uoreszi eren. Beim Com et Assay wi rd die DNA

an geschädi gten  Stel len hydrol ysi ert und denaturi ert. Die danach fol gende

El ektrophorese i nduzi ert di e Mi gration der denaturierten und gespal tenen  DNA-

Frag mente aus ein er geschädigten Zel le un ter dem  Ei nfl uss des el ektri schen Fel des.

Di e un betrof fenen, spiral igen Fragm ente der DNA bl ei ben i n der Zel le. Die

sch leif enf örmi gen DNA-Fragm ente, di e aus der Zell e auswandern, können  auf  di ese

Wei se unter einem Fluoreszenzmi kroskop visual isiert werden. Sie eri nnern in ihrer

Form  an den Schwei f ei nes Kom eten, der i m Fl uoreszenzmi kroskop au f schwarzem

Hi ntergrund grünl ich  fl uoreszi ert. In bei den Untersuchu ngen zeigten sich  typi sche

apoptoti sche Veränderu ngen der m it Mal assezi n behandelten Zel len.

Bei der Höchst-Färbung wurden  di e zel l- und kernm orpholog ischen Veränderu ngen

während der Apoptose beobachtet. Di e Zell-Zel l- und Zel l-Matri x-Kontakte wurden

geri nger, wobei  si ch die Zell en abrundeten. Nach 4-stündiger Inkubation m it

Mal assezin wurden sogar typische apoptotische Körperchen -  sog. „apoptotic

bodi es“ beobachtet, di e Fol ge der Abschnürungen der Zel lm em bran si nd. Diese

Ergebni sse entsprech en den i n der Li teratur beschri eben en apoptoti sch en

Veränderungen (Verl ust der Zell -Zel l- un d Zel l-Membran-Kontakte von Bortner, 23

und „apoptoti c bodies“ von Holm gren, 75).

Bei dem Com et Assay wu rden typische kometenschwei f-ähn li che Färbu ngen durch

auswanderte DNA-Fragm ente beobachtet. Da die beiden Methoden eher zur

qual itati ven Detekti on der apoptoti sch en Erscheinung en als zu ihrer Quanti fi zi eru ng

geei gnet sind un d die Apoptose als ei n Prozess der auf  vielen  Ebenen gleichzei ti g

verl äuft, erf asst werden soll te, wurden weitere Untersuchungen durchgeführt.

Zu  den apoptosespezi fi schen Meth oden g ehört di e Ann exin-An färbu ng un d

Auswertung der spez if isch gefärbten Zel len im  Durchfl ußzytom eter.
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Di e Apoptose wurde ni cht nur bestäti gt, sondern auch  al s dosisabhängig e Reaktion

charakterisiert. Steigen de Malassez in-Konzentrati onen führten zur verstärken

Ausbi ldun g apoptoti scher Veränderungen, di e schl iessl i ch bei den höchsten

Konzentrati onen zur Nekrose der Zell en fü hrten.

Di e Ergebni sse, di e im  apoptotischen Konzentrati onsberei ch li egen, si nd eindeuti g.

Di e Ergebnisse i m  nekroti sch en Bereich weisen auf  entweder die früher erwähn te

späte Apoptose- „sekundäre Nekrose“ in  der Zell kul tu r, die sch on al s Nekrose

detektiert wird oder aber auf  eine prim äre Nekrose.

Zur weiteren Charakterisierung der Veränderungen di eser Frage kon nte ei ne andere

apoptosespez if ische Nachwei sm eth ode bei tragen. Dabei handelt es si ch u m die

Anal yse der enzym atischen apoptotischen Reakti onen , hi er um die Akti vi erung  der

Caspasen. Caspasen si nd Enzyme, di e m it der kom plexen

Signal transduktionskaskade der Apoptose einh ergeh en. Dabei  können di e

Mech anismen der Apoptose über di e extrinsische bzw. i ntri nsische Sig nal kaskade

(„extri nsic“ oder „i ntrinsic pathway“) verm i ttelt abl auf en.

Bei der extri nsi schen Apoptosekaskade handelt es sich um  ein e Rezeptor-verm i ttelte

Reaktion , die durch die Todesrezeptoren (z.B. Fas-/TNF-Rezeptor) der Superfam il ie

der TNF (tumor necrosis f actor) un d NGF (nerve growth factor) ini ti iert wird. Durch

spez if ische Bindu ng i hrer spez if ischen Liganden werden di e Procaspasen 8 und 10

akti vi ert.

Di e i ntri nsi schen  Apoptosekaskade wi rd durch ei ne mi toch ondri al e Dysf unktion

indu ziert. Wegen ei ner erh öhten Durch lässi gkei t der Mitochondri enm em bran wi rd

das Cytochrom  c in das Zytosol  freig esetzt. Das Cytochrom  c rekrutiert über das

Adapterprotei n Apaf-1 (Apoptosis protease actvati ng factor) die Procaspase 9 (131),

welch e auf  di ese Weise aktivi ert wird.

In dieser Arbeit wurden die Anti körper von Caspase 8 (der externe Weg der

Apoptose) und 9 (der i nterne Weg der Apoptose) ei ngesetzt.

Zu erst wurden di e Protei ne m ittel s der SDS-Gelelektroph orese getrenn t und dann

durch di e Western Blot-Anal yse nachgewiesen.

Dabei konnten die Abbauprotei ne von  Caspase 9 ei ndeutig n achgewi esen  werden,

sogar wi rd hi er ei ne konzentrationsabh ängi ge Akti vierung  sichtbar. Im  Fall  von

Caspase 8 wurden keine Abbauprodukte, di e n ach der Aktivi erung en tstehen,

beobachtet, sowohl nach ei ner kurzz eitigen (4 Stunden) al s auch nach ei ner

langz eitiger (9 Stunden) Inkubation.
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Di ese Ergebni sse sprechen f ür den i nternen  Apoptoseweg, der durch  m itochondrial e

Dysfunktion entstehen. Durch diese Untersuchung wurde di e Apoptose al s

al lgemei ne Reakti on i n der Zel le auch auf enzym atischer Ebene bestätigt. Dabei

ergab sich, dass auch hi er ein konzentrationsabhängi ger Prozess abl äuf t.

Neben der Apoptose können natürl i ch au ch unspezi fi sche Zel lschädigun gen

erf olgen. Diese wurden auch bestäti gt, un d zwar m ittel s LDH-Test. Dabei  wi rd die

durch tox ische Ei nfl üsse bedi ngte Freisetz ung des zytopl asm atischen Enzyms LDH

gemessen al s Parameter für ei ne toxische Zytoly se.

Di e Toxiz ität von Mal assezi n ist dosi sabhängi g un d wird schon in  den

Konzentrationen von 1 µ M bestätigt. Dabei  werden noch kei ne m orphol ogi schen

Veränderu ngen in der Zell e beobachtet. Di ese Ergebni sse würden die toxische

Theori e der Depigm enti erun g von Pi tyriasi s versi col or unterstützen.

Weitere wichti ge Ergebnisse l ief erte die Melani nbesti mm ung  über den Ei nbau von
14C - m arkiertem Tyrosi n. Es wurde eine konzentrati onsabhängi ge In hibi ti on des

Ei nbaues gef unden, vergleich bar m it dem bekannten Tyrosi nase-Inh ibitor  Koijc

aci d, was auf  ein e gestörte Melaninsynthese h inwei sen würde. Der Ei nbau v on

radi oakti vem  Ty rosin i st paral l el zu den i m  LDH-Test al s toxi sch gefundenen

Kon zentrati onen ei ngeschränkt, so dass die gef undene Hemm ung der

Pigm entbi ldung eher auf  toxi sch e Eff ekte zurü ckzuf ühren ist als au f eine

Hemm wirkun g au f die Melan in synthese. Früh ere Befu nde i n vitro sch li essen eine

Ty rosi nase-Hemm ung durch Mal assez in jedenfall s au s (159).

Di e An färbung zytoskeletal er El em ente m i ttel  i mm unhi stochemi scher Methoden

zei gte bei den Aktin-Stru kturen ein e deutl i che Verm i nderun g der anf ärbaren

El em ente, und zwar berei ts in Konzentrati onen, bei den en die toxi sche LDH-

Frei setz ung n och mi ni mal  war. Der Ei nf luss auf  Akti n-Strukturen i m Verl auf der

Apoptose wu rde auch an anderen Zell en, z. B. an HL-60 Leukäm i e Zell en gez eig t

(167) und dort verantwortli ch gem acht für die m orph ologi schen Zel lveränderung en,

sodass di eser Bef und in  das Gesamtbil d passt, hier aber durch di e fu nkti onel l e

Bedeutung der Akti n-Strukturen besonderes Gewi cht erhäl t. Aktin-Strukturen sind

direkt am Melanosom en-Traf fi c beteil i gt (95), sodass sich durch di e Verri ngerung

für die in tra- und in terzel l uläre Mel ani nwei tergabe an Keratin ozyten ein hem mender

Ef fekt ergeben könn te.

Auf sch lussreich  war au ch die Anfärbung  m it dem Anti körper Melan-A, der das

mel anosom enspezi fi sch e Protei n MART -1 in Melanosom en  sowie am
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endopl asm atischen Retikulum  (89) erkenn t. Hi er war im  Verlauf der

Konzentrationserhöhung von Mal assezin  kei ne Veränderung der Anfärbbarkeit zu

erkennen, was darauf hi nweist, dass die Sy nthese m elanosom al er Stru kturen ni cht

beeinträchtigt wi rd.

Di e beobachtenden  Wirkungen von Malassezi n kön nten au f sei ne Eigenschaft als

Agon ist des Aryl hydrocarbon (AHR)-Rezeptors zurückzuführen sei n. Dem  AHR

werden insbeson dere Auf gaben bei  der Regul ati on des Fremdstof fwechsels der Zell e

zugeschri eben (149). Am  besten  untersucht i st sei ne Aktivi eru ng durch

poly zykl ische arom ati sche Koh len wasserstoff e (polychlori erte Di ben zo-p-Di oxi ne,

Di benzofurane, Bi phenyl e) sowi e hal ogeni erte aromati sche Kohl enwasserstoffe

(Benzo(a)pyrene, Benzofl avone, aromatische Ami ne) m it der daraus resu ltierenden

Induktion von Cytochrom  P450 (CYP1A1). Neben  sei ner Rol le bei xenobi otischen

Prozessen i st der AHR aber auch an der Kontrol le kom plexer zel lu lärer Program me

wi e Zell wach stum, Zel ltei l ung und Zell di ff erenzi erung betei li gt (82, 139). Dabei

scheinen AHR-Agoni sten sowohl  zur Zel lprol iferation  al s au ch zur Apoptose führen

zu können, welcher Weg unter welch en Bedingu ngen ein gesch lag en wi rd, ist unkl ar

(139). Ob Melanozyten AHR-Rezeptoren aufwei sen, i st bi sher noch ni cht

untersucht. Die v orl iegende Arbei t hat erste Hi nweise g eli efert, dass solche

Wechselwi rku ngen bestehen kön nten . Di e durch Malassezin  bedi ngten Einf lüsse

passen sehr gut z u den bei  der PV al ba beobachteten Zel lv eränderungen. Inwi eweit

diese Veränderun gen in vi vo durch die Metabol ite verursacht werden, bedarf

all erding s noch  eines di rekten Nachweises. Dabei i st zu bedenken, dass dieLäsionen

der PV m eistens großf lächig auftreten  mi t erhebli cher Anhäuf ung von  M. f urf ur

Hef en. Auf  norm al er unveränderter Haut wird die Erreg erzahl m it 10 000-50 000

Erreger/cm2 angegeben. Bei der Pityri asi s versi col or stei gt di e Zahl  bi s auf  450 000

Erreger/cm2 (114, 172). Deshalb ist es durchaus denkbar, dass durch die grosse

Erregerzahl  ausrei chende Konzen trati onen der Sekundärmetaboli te vorli egen

könnten, um di e Zel l veränderu ngen in der Haut auszul ösen, i nsbesondere bei

chronischen Verl äuf en.

Di ese Ergebni sse könnten auch  einen n euen Hinwei s bezügl ich  der späten

Repig men ti eru ng bei  der behandelten Pi tyriasi s versi col or l iefern. Es könnte

verm utet werden, dass die Repigm entierung dann m ögli ch wi rd, wen n der von

Mal assezia furfur  produzierte Stoff nur noch i n entsprechend geri nger
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Konzentration au f der Haut vorhanden  wäre, di e ei n weiteres Wachstum  und wei tere

Prol if eration  der Melanozyten ni cht behi ndert.

Weiterh in m uss gekl ärt werden, ob di e beobachteten Effekte für Mel anozyten

spezi fi sch si nd, oder ob auch Kerati nozyten von den entsprech enden Eff ekten

betroff en si nd. Erste Befun de wei sen darauf  hin (Baron, M. Aachen,

unveröffentl i cht). Es könnte aber durch aus ei ne besondere Em pf indl ichkei t der

Mel anozyten i m Vergl ei ch zu anderen Zell en gegen über Malassez in vorli egen , wie

im  Fall e anderer, apoptose-ausl ösender Agentien (z. B. Daunom yci n, 45).

Aus den gewonnen  Befunden ergibt si ch ei ne toxische Wi rkung des Mal assezi ns auf

die h umanen Melan ozyten, di e m orphologi sch e Veränderungen  der Zel l en und

verm in derte Mel ani nsynthese u nd einen gestörten Mel ani ntransport verursacht und

zu ei nem  programm i erten Zel ltod füh rt.

Insg esam t ergibt sich zum  einen ein  interessantes und neu es Modell  für di e

Pathogenese der mi t der Pityri asi s versicolor einhergehen den Depigm entierungen ,

aber auch  mög li cherwei se ei n Ansatzpunkt fü r ei ne spez if ische Therapie mal i gner

Mel anom e.

Di e ei ngangs gestel lten Fragen sind daher wie f olgt zu beantworten:

1. Screeninguntersuchungen zei gten Eff ekte von Metabol iten des Tryptophan-

Stoffwechsel s von Malassezia furfur auf  kulti vierte humane Melan ozyten

2. Durch su kzessi ve Au freini gung  konnten die beobachteten Wi rkung en

insbesondere dem  Mal assezi n zugeschrieben werden, ei nem  im  Trpytophan-

Metabol ismus v on Malassezia furfur nachweisbaren Agonisten  des

Arylhydrocarbonrezeptors mi t of fenketti ger Struktu r. Di e Effekte sind

dosi sabhängi g und um fassen ei ne Beei nfl ussung von  Vi tali tät (Trypan-Blau,

MTT-Test) und Proli ferati on sowie  Induktion v on Apoptose (ab 0,5 µ M) und

Nekrose (ab 50 µ M). Auch di e Melaninsynthese wi rd gehem m t, dies aber

mög li cherwei se als Ausdruck ei ner al lgemein en Zel l schädi gung, da Malassezi n

kei nen spez if ischen  Tyrosi nase-Inhi bitor darstel lt.

3. Di e beobachteten Veränderungen konnten dosi sabh ängig  al s apoptotisch

charakteri siert werden, was als spezi fi sche, AHR-vermi ttel te Wi rku ng des

Mal assezi ns verstanden  werden kann, da ähn li che Erschei nungen berei ts i n

Hepatom zel len (HepG2) unter dem  Ei nfl uss der bekannten AHR-Agoni sten



Di skussi on 99

Ben zo[a]pyren-7,8-dihydrodi ol  und dessen - 9,10-epoxi d beschri eben wu rden

(35). Dam i t ergeben sich erstmals Hin weise au f eine AHR-vermi ttel te Reaktion

von Mel anozyten i m  Sinne der Apoptose.

Di e beobachteten  pharmakolog ischen Wi rkung en von Mal assezi n auf  hum ane

Mel anozy ten könnten som it di e Pathogenese der mi t der Pi tyriasi s versi color

einh ergeh enden Depi gm entierungen  erkl ären. Hierbei  i st zu bedenken, dass im

Tryptophan-abhängi gen  Sekundärm etabol ismu s von M. furfur wei tere

Substanzen  zu vermuten sind, die synergisti sch wi rken  könnten. Untersuchungen

an hu man en Mel anom zel l en könnten z udem  Hin weise au f ei ne neue mögli che

Therapieoption  bei  mali gnen Melan omen li ef ern.
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7. Zusammenfassung

Pityri asis versi col or i st ei ne durch Hef epi lzMalassezia furfur bedingte Erkrankung

der Haut, di e vor über 200 Jahren beschri eben wurde.

Di e typi sche kl ini sche Ausprägu ng di eser Krankhei t besteht i n der Ausbi ldung von

bräu nli chen Macul ae und z ugleich Depi gm enti erungen au f der Haut.

Ei n erklärendes Modell  des Pathomechanismus wurde jedoch nicht gefunden.

In di eser Arbei t wurde der Ei nf luss von Tryptophan-Metabol iten aus Malassezia

furfur auf  kul ti vierte hum ane Melanozyten untersucht. Darüber hi naus wu rde

versucht, die gef undene Wi rkun g m it den kl in ischen Erschei nung en der Pityriasis

versicol or i n Bezi ehung z u setzen.

Zunächst wurde ei n Rohex trakt aus der Kulturen der Hefe i sol iert, die Tryptophan

als ei nzi ge Sti ckstof fquell e erhi el ten, u nd in s Zell kul turm edi um  z ugegeben.

Innerhal b von ersten Stunden nach der Zu gabe konn ten l ich tm ikroskopisch

erhebl iche morphologi sche Veränderungen beobachtet werden:  statt des

dendritischen  Aufbaues fan den sich bi pol are Zel len, i n den höchsten

Konzentrationen au ch völ li g abgerundete Zell en. Der Rohextrakt wu rde dann

sol ange mi ttel s präparati ver DC u nd präparativer HPLC gerein igt, bis ei ne ei nzi ge

Verbi ndung  isoli ert werden konnte. Di e i n Gi eßen erhaltenen Proben wurden i n

Münch en m i ttels 1H- und 13C-NMR (600MHz), Massenspektroskopi e (HRMS)

sowi e FT-IR-Spektroskopi e anal ysi ert. Di e Substanz  erwies  sich als das sch on

bekannte, aus Malassezia-Kulturen  isoli erte Mal assezin .

Es wu rde di e Konzen trati onsabhängi gkei t der Veränderungen durch Malassez in i n

der Mel anozytenkul tur charakterisi ert. Dabei wurden die Zell en au f Vi tal ität,

Prol iferation und Reversibil ität der Veränderungen untersucht. Sowohl  di e Vitali tät

(durchgefüh rt m it Trypan-Bl au Färbun g) als auch die Prol if erati on (MTT-Test)

wurden konzentrati onsabhängig durch  Mal assezi n beein trächtigt (LD50 ca. 10 µ M).

Es fand si ch ei n typi sch sig moi der Konzentrati onsverlau f, d. h . in  niedri gen

Kon zentrati onen waren di e Ei nfl üsse eh er geri ng i m Vergl eich mi t den

Kon troll zel l en.

El ektronenmi kroskopi sch wurden generell e Zei chen der Zell schädi gun g

nachgewi esen. Es wurden auch apoptoti sche Erscheinungen gefun den wie

„bl ebbin g“ an  der Zell oberf läche, teil wei se Chromati nkondensi erung in  dem
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Zell kern. Di e Melanosom en waren zwar tei ls zu erkennen, schi enen  i nsgesam t aber

sel tener vorhanden zu  sei n.

Um  di e Zell veränderu ngen zu spezi fi zi eren, wurde zwischen Apoptose und Nekrose

mi ttel s FACS di ff eren ziert. Die Zel len wurden un ter Verwendung  von An nexi n-V-

Fluos (Roche, Mannheim ) angefärbt, die al s einer der Apoptose-spez if ischen Marker

gil t. Zur Abgrenzung  der nekroti sch en Zell en wurde zusätzli ch ei ne Gegenf ärbun g

mi t Propidium iodi d du rchgeführt. Es wurde eine dosi sabhängi ge Apoptose

detekti ert. Die n ekrotischen Zel len wu rden  in den höchsten angesetzten

Konzentrati onen von Malassez in gef unden. Um die Apoptose weiter zu

charakteri sieren, wu rde der Nachweis ei ner Aktiv ierung der Caspasen 8 un d 9

durchgeführt.

Di e Anal yse zei gte ei ne erhebl i che u nd dosisabhän gig e Akti vi erung der Caspase 9.

Di ese Erg ebni sse sprechen fü r ei nen internen Apoptoseweg, der durch

mi toch ondri al e Dysfu nkti on entsteht.

Apoptose-spezi fi sch e Veränderungen  des Zell kernes wi e sog. „apoptotic bodi es“ ,

die Folge der Abschnürungen der Zel lm em bran  si nd, konnten i n der sog . Höchst-

Färbung beobachtet werden. Bei  dem Com et Assay wurden komet-ähnl i che Zell en ,

mi t auswanderten DNA-Fragmenten beobachtet, was auch Apoptose-spezi fi sch i st.

Durch die Bestim mu ng der LDH- Frei setzu ng kon nte ei ne toxi sche Wirkung v on

Mal assezi n nachgewi esen werden, di e m it diesem  Param eter  schon bei g eri ngen

Konzentrati onen zu m essen war (ED50 ca. 3,4 µ M). Die nachg ewi esene Toxi zi tät

korreli ert sehr gut mi t der mi tochondri al en Dysfun kti on, di e durch  die Caspase-9-

Aktivi erung bel egt wurde.

Auch die Untersuchung der Melani nsy nthese über den Ei nbau von14C -m arki ertem

Ty rosin erg ab ein e konzentrati onsabhäng ige Inhi bition, wobei natürli ch diese auch

Ausdruck ei ner al lg em ein en Zel lschädig ung sein  kann und kein e spezi fi sch e

Wi rkun g.

Di e Anfärbung zy toskelettaler Elemente ergab bei  der Akti n-Färbung  einen Verl ust

der Anfärbbarkei t m it zuneh mender Konzen trati on, wobei  all erdin gs dieser Ei nf luss

berei ts unterhal b des durch LDH-Freisetz ung besti mm ten Toxiz itätsberei ches

erf olgte. Di e Anf ärbung des mel anosomal en Protein s MART-1 z eig te kei ne

Veränderung, was auf ein e nicht ei ngeschränkte Synthese der m el anosomal en

Strukturen hinweist.



Zu sam m enf assung 102

 Di e i n dieser Arbei t durchgef ührten  Untersuchu ngen sol l ten  wei tere Ei nsi chten in

den Pathomechani sm us der Pityri asi s versi col or gewi nnen. Die Untersuchun gen der

Ei nwirkung von Metabol iten der Hefe M. furfur auf  kul ti vi erte h umane Melan ozyten

haben als promi nentes melanozytotoxi sches Pri nzi p un ter der Vielz ahl  von

Verbi ndungen den bereits bekannten AH-Rezeptoragoni sten Malassez in

ausgewiesen. Dies untermauert die Hypothese wei ter, dass die Veränderu ngen i n

vivo durch di e Metabol ite von Malassezia-Hef en verursach t werden.
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