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1. Einleitung

Pityriasis versicol or gehort zu den haufigsten superfiziellen Hautmykosen (60, 71).
Sie tritt vermutlich nur beim Menschen auf, ist weltweit verbreitet und korreliert in
ihrer Haufigkeit mit tropischen feuchtwarmen Bedingungen. Sie wurde zumn ersten
Mal 1801 von Wilan beschrieben und 1846 von Eichstedt as erregerbedingte
Krankheit weiter spezifiziert.

1869 wurde die Entitét international akzeptiert und in die lateinische, englische,
franzds sche, deutsche und italienische Sprache Ubernommen(90). In der englischen
Literatur ist Pityriass versicolor auch as, Tinea versicolor bekannt (22), obwonhl
der Name den Erkrankungen durch Dermatophyten vorbehalten werden sollte (71).
Die Besonderheit von Pityriasis versicolor besteht in Pigmentstérunge der Haut,
dabel treten sowohl hypo- as auch hyperpi gmenti erte Hautareal e auf.

Sie finden sich sowohl in belichteten als auch unbelichteten Korperregionen und
bedeuten flr die Patienten oft ein grof3es Problem, vor allem kosmetischer Natur.
Zwar kommt es nach langzeitiger Behandlung zu Repigmentierungen, aber die
Erkrankung ist bei empféanglichen Personen sehr rezidivfreudig., Empféngliché
Personen sind Patienten, bel deren Erkrankung Pré&di spositionsfaktoren eine gewisse
Rolle spielen.

Zwar snd die neueden epidemiologischen Daten bekannt, das klinische,
hi stologi sche und immunol ogische Bild wurde charakterisiert, jedoch bleibt die vor
Uber 200 Jahren beschriebene Krankheit in ihrem Pathomechani smus unverstanden.
Die Unklarheiten bestehen vor alem bezigich der charakteristischen
Hautver&nderungen.

So wurden als Erkléarung fir die Hyperpigmentierungen vergrél3erte M elanosomen
in solchen Hautldsonen gefunden (5), was auf eine verstarkte Melaninsynthese
hindeuten konnte.

Widersprechend hierzu ist die Tatsache, das be Vitiligo ene &hnliche
Hyperpigmentierung  auftritt. Diese Krankheit beruht aber auf einem
autoimmunol ogisch induziertem vdlligen Untergang der Melanozyten, so dass eine
verstarkte Melaninsynthese nicht moéglich wéare (61). Es existieren noch mehree
Hypothesen zum Pathomechanismus der Pityriasis versicol or.

Sie werden in dieser Arbeit in Kapitel 3.4 (Pathomechanismen der Pityriasis

versicolor*), ausfuhrlicher beschrieben.
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Wodurch jedoch die charakteristischen Symptome auf der Haut entstehen, ist
bid ang unbekannt.

Dieser Problematik gilt die vorliegende Promotionsschrift, die zur Klarung des
Pathomechanismus der Pityriasis versicolor durch Untersuchungen an humanen

Mel anozyten beitragen mochte.
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2. Krankheitsbild der Pityriass versicolor

2.1 KlinischesBild der Pityriasisversicolor

Die Pityriasis versicolor zéhlt zu den haufigsten superfiziellen Hefepilzmykosen der
menschlichen Haut (60, 71).

Es gibt zwei Grundformen des Krankheitshildes vonPityriasis versicolor (10, 71):

1) hyperpigmentierte Form von Pityriass versicolor, bel der noch drei Unter
Formen unterschieden werden konnen:

- makulése Form (auch erythemat0s bezeichnet, ggf. mit entzindlicher
Komponente)

- perifollikulére Form

- papul 6se Form (seltener als die zwel oben genannten Formen)

2) hypopigmentierte Form von Pityriasis versicolor:
- Pityriagis versicolor alba (P.V. aba).

Die hyperpigmentierte Pityriasis versicolor wird durch multiple, runde, scharf
begrenzte, fein kleieartig schuppende Maculae gekennzeichnet. Am Anfang der
Erkrankung erscheinen die Macul ae rétlich bis hellrosa und entstehen perifollikul&r
(perifollikuldare Form), mit der Zeit werden sie aber dunkler- milchkaffeefarbig bis
dunkel braun mit der Tendenz zu grol¥l&chiger Konfluenz (makulGse Form).

Bei der Pityriasis versicolor alba handelt es sich um scharf begrenzte, hellere
Lasionen, die besonders bei Sonnenexposition sichtbar werden, die aber auch in
nicht lichtexponi erten K orperareal en entstehen (18).

Die hyperpigmentierten und hypopigmentierten Stadien koénnen  sowohl
nebeneinander bestehen as auch sich ineinander umwandeln (4, 103, 121).
Besonders deutlich wird das Phdnomen bel UV-Belichtung (die hyperpigmentierten
Lasonen werden zu den hypopigmentierten) urd auf dunkler Haut, da hier die

hypopi gmenti erten Regionen leicht sichtbar sind (80, 106).
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Aus diesem Grunde wurde auch diese Krankheit Pityriasis ver sicolor benannt,
wobel versicolor ,Farbe wechselnd® bedeutet und das Farbphdanomen des

Krankheitsbil des beshreibt.
Am haufigsten ist die hyperpigmentierte Form.
Betroffene Patienten klagen vor allem Uber die asthetische Beeintrdchtigung der

Haut, wobel die erythemattse, makul6se Form bei 33% der Patienten mit Juckreiz

und Brennen, besonders beim Schwitzen, verbunden ist (22, 60, 71).

Fotol: PV. -die hyperpigmentierte Form

2.2 Manifestationsort

Bevorzugt werden die seborrhoischen Areale des oberen Korperstamms, auch aber
bei Patienten in tropischem Klima Kapitillium, Gesicht (vor alem bei Kiraln),
Hals und die gut durchbluteten Beugen der grof3en Gelenke (14, 21, 22, 158). Es
besteht auch die Mdglichkeit des Befalls jeder anderen Kérperregion wie zum
Beigpiel des ménnlichen Genitals, der Handinnenfl&chen oder der Ful3sohlen (48,
60), die nicht Uber Talgdrisen verfligen. Bei Befall dieser Regionen werden exogen
applizierte Lipide as Ursache diskutiert (145).

Weitgehend nicht betroffen sind laut Literatur die Schlieimhéaute, Haare und Négel,
wobe alerdings Mal assezia-I nfektionen der Haare und Néagel schon beschrieben
worden sind (102, 151).
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2.3 Manifestationsalter

Am haufigsten tritt die Erkrankung bei Jugendlichen und jungen Menschen in der 2.
und 3. Lebensdekade (27, 106, 115, 132, 164) auf. Seltene Manifestationen finden
sich nach dem 60. (118) oder vor dem 10. Lebensjahr (54, 108, 117, 122, 153). Das

Manifesationsalter wird durch die Veranderung der Hauptlipide in der
Pubertétsphase erkl art (143).

Die sdltenen Sauglingserkrankungen werden durch erhohte Talgproduktion unter
Einflul? der mutterlichen Hormone erkléart (80, 122, 174).

2.4 Geschlechtspr aferenz

Dazu existieren in der Literatur widersprtchliche Meinungen. In (42, 48) wird eine
Haufung bei Frauen beschrieben, wahrend (27, 87, 126, 141, 143) eine bevorzugte
Pravalenz bei Mannern finden. Keine Geschlechtspraferenz der Erkrankung wird in
(60, 106, 115) beschrieben.

2.5 Histologisches Bild der Pityriasis versicolor

Das histologische Bild betroffener Areale ist durch nur geringe morphologische
Veranderungen gekennzeichnet (3), vor alem durch aufgel ockerte oder kompakte
Hyperkeratose, fakultativ Parakeratose, Akanthose und en perivaskuldres
lymphozytares Infiltrat im oberen Korium (71).

Der Keim infiltriet das ganze Stratum corneum und dringt zwischen den
Korneozyten, jedoch nicht in |ebende Schichten der Epidermisein (60, 134, 162).

2.6 Melaninsynthese und Pigmentstérung

Betroffene Patienten klagen im Verlauf der Erkrankung Uber fehlende
Pigmentbildung in den betrof fenen Hautarealen (PV. alba). Diese wird insbesondere
bei Belichtung deutlich, bel der die Umgebung normale Pigmentierung zeigt. Die
depigmentierten Hautareale neigen allerdings nicht zu vermehrten Sonnenbréanden

(146). Zur Erkl&rung dieser Pigmentstdrungen existi eren mehrere Hypothesen:
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1. Eine postinflammatorische Hypopignentierung in Analogie zu dem der
syphilitischen Roseol a folgenden Leucoderm (33)- dieses Modéell ist aber aufgrund
der fehlenden Entziindung nicht akzeptabel.

2. Ein Pseudoleukoderm as Folge einer rein physikalischen Filterwirkung des
Pil zrasens gegenuiber UV-Strahlung (169) - diese Annahme ist widerlegbar durch
das Auftreten der Erkrankung auch in unbelichteteten Arealen (16) sowie eine

vollstandige Depigmentierung bei dunkel hautigen Menschen (80).

3. Toxische Einflusse auf die Meaninsynthese- sie wurden insbesondere von der

verzogert el nsetzenden Repigmentierung abgeleitet.

Insbesondere ultrastrukturelle Untersuchungen konnten eine selektivtoxische
Schadigung der Melanozyten in den Lasionen einer P.V. alba nachweisen (24),

verbunden auch mit einem geddrten Pigmenttransport (96, 129). Die Arbeitsgruppe

um Breathnach (24) fand ausgeprégte Verdnderungen der Melanozyten bis hin zu
deren Untergang. Andere histochemische und el ektronenmikroskopische Studien
konnten diese melanozytotoxischen Effekte nicht betdtigen (34, 47), Se

diskutierten - bei unveranderter Zahl und Zytologie der Melanozyten- eher eine
Mel aninbildungsstérung und einen gestérten Pigmenttransport. Mit Biopsiematerial
aus den weil3en Verdnderungen einer Pityriasis versicolor alba lief3 sichdie Dopa

Tyrosinase-Reaktion (ein Marker fur die Melaninsynthese) nicht durchfihren (123).
Dies kann unmittelbare Folge der melanozytotoxischen Wirkung sein, jedoch
hemmten andererseits Ether-Extrakte aus Schuppenmaterial einer Pityriasis
versicolor die Dopa-Tyros nase-Resktion in vitro (83), was die Anwesenheit von
Inhibitoren der Tyrosinase vermuten lid. Tyrosinase-I nhibitoren wurden 1978 von
Nazzaro-Porro beschrieben und as Erklarung fur die Depigmentierungen postuliert
(169). Es handelt sich um Dicarlbonsiuren, insbesondere um die Azelainsdure
HO,C-(CH2)7-CO.H. Folgeuntersuchungen zeigten jedoch, dass diese Substanzen

in ihren angenommenen in viveK onzentrationen gesunde Melanozyten in vivo und
in vitro nicht beeinflussen konnten (25, 144). Zudem erbrachte der aus der
Tyrosinasehemmung abgeleitete therapeutische Einsatz bei Hyperpigmenti erungen
und in der Melanomtherapie enttduschende Ergebnisse (123). Die zunéchst
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enthusiastisch aufgenommene Theorie der Dicarbonsduren as Agens der

Depigmentierung hattejedoch noch weitere Schwachen:

1) Nazzaro et al. multen zur Gewinnung dieser Substanzen die HefeZellen erst
zerstOren, denn sie sind nur im Zellinneren nachzuweisen (123).

2) Die kulturellen Voraussetzungen fur die Synthese von Dicarbonsauren bestehen
in der Anzucht der Hefen in Olivendl. Die Ableitung des pathogenetischen
Prinzips der PV abaaus dem Lipidstoffwechsel kann aber nicht erkl&ren, warum
die Pityriasis versicolor (alba) nicht regel haft auftritt, sobald der Erreger auf der
Haut nachweisbar wird, sondern nur unter bestimmten Bedingungen,
insbesondere bei starkem Schwitzen oder hoher L uftfeuchte.

3) Letztlich konnte dieses Modell auch nicht die Farbvarietéten und die

Fluoreszenz der hyperpigmentierten L asionen erklaren.

2.6.1 Rolleder Meanozyten in der Pigmentbildung

Melanozyten entstammen der Neuralleiste, sind aso ektodermaler Herkunft, und
befinden sich an der dermal-epidermal en Grenzflache der Haut. Sie bilden 24% der
gesamten epidermalen Zellpopulation.

Sie leben in einer engen Symbiose mit @n Keratinozyten, denen sie ihr Pigment in
Form von Melanosomen weliterleiten. Die Zahl der von Melanozyten versorgten
Keratinozyten wird als melano/epidermale Einheit bezeichnet und betrégt 36
(Keratinozyten pro Melanozyt).

2.6.2 Pigmentsynthese

Die wichtigste Rolle der Melanozyten besteht in der Produktion des Pigments, was
mit vielen anderen | ebensbedeutenden Prozessen verknipft ist, wie: dem Schutz vor
Lichtbestrahlung, der Thermoregulation, der Steuerung der Vitamin D Bildung und
dem Schutz vieler Stoff wechsel produkte vor photochemi schen Verénderungen (81).
Eswerden grundsétzlich 3 Haupttypen von Pigment gebildet: Eu , Phdomel anin und
Trichochrome. lhre Synthese ist ein komplexer, multifaktorieltabhangiger Prozess,

der ausschliefdlich in Me anosomenverlauft.
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Eumelanin ist ein braunschwarzer, unldslicher und gegen viele Chemikalien
bestandiger Polymerkorper im Gegensatz zu dem gelblichrétlichen und in Alkalien
l6dichen Phdomelanin. Es gibt folgende Hauptunterschiede in der Eu und

Ph&omel aningenese:

Tabelle 1 : Zusammenstellung der Eigenschaften des Eu und Ph&omel anins

Eigenschaft Eumelaningenese Phaomelaningenese

Melanosomen

Form elipsoidal kugel formig

Struktur Lamellen oder Filamente Microvesikel

Melanin

Farbe dunkelbraun bis shwarz gelb bis rotlichbréunlich

Lodichkeit unléslich in Sauren und I6slichin Alkalien
Alkalien

Gehalt an:

Sti ckstoff 6-9% 8-10%

Schwefel 0-1% 9-12%

Struktur Dihydroxyindole Benzothiacine

Zwischenstruktur | Dihydroxyindole Cystinyldopa, Glutathionyldopa

Trichochrome snd phdomelaninartige, saureldsliche Pigmente, die einen hohen
Anteil an Schwefelgehalt aufwei sen.

Sie wurden in roten Federn, aber auch in M elanomzellen gefunden (12, 19, 79).

Die ersten Schritte in der Melaninsynthese werden von der Tyrosinase, einem
multifunktionalem Enzym, katalysiert: die Hydroxylierung von £Tyrosin
(Monohydroxyphenylalanin) zu L-Dopa (L- 3,4-Dihydroxyphenylalanin), als auch
die Oxydation von L-Dopa zu L-Dopachinon. L-Dopachinon bestimmt einen
Verzweigungspunkt der weiteren Synthese. In Anwesenheit von L-Cystein oder
anderen schwefelhaltigen Verbindungen entstehen Cysteinyldopa, Benzothiacin und

letztendlich Phaomelanin. Durch eine intramolekulare Addition und einem damit
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verbundenen Ringschlul® zum Leukodopachrom, das schnell zu L-Dopachrom
oxidiert wird, entstehen die Vorganger des Eumelanins. Bei der Oxidation von
L eukodopachrom zu L-Dopachrom wird L-Dopachinon zu L-Dopa reduziert. Das
frelwerdende L-Dopa kann weiter durch die Tyrosinase erneut oxidiert werden.
L-Dopachrom ist das erste Produkt des Melaninstoffwechsels, das geféarbt ist
(orangerot). Sein Absorptionsmaximum liegt bei 475 nm. Es ist ein instabiles
Molekil und unterliegt einer spontanen Decarboxylierung (unter Freisetzung von
COy) zu 5,6-Dihydroxyindol (DHI). DHI oxydiert weiter in Anwesenheit von
Sauerstoff zu 5,6-1ndolchinon, das spontan zu einem homopolymeren Eumelanin
polymerisieren kann. Zusétzlich enthdt das Eumelanin noch 5,eDihydroxyindo}2-
carbonsaure (DHICA). DHICA ist im Gegensatz zu DHI stabil und wid aus
Dopachrom Uber die Dopachrom-Tautomerase gebildet. Die Produktion des
Melaninsist eine Copolymerisation der Chinone und Indole. Eine sehr verkiirzte und

vere nfachte Pigmentsy nthese zeigt die folgende Abbildung 1.
Abbildung 1: Pigmentsynthese (133
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2.7 Immunologie der Pityriassverscolor

Histologisch kann nur ein geringes Infiltrat aus hauptséchlich TF-Zellen
nachgewi esen werden (148). Die humorale Abwehr féllt eher gering ausAntikorper
der Klasse 1gG sind nur schwach erhoht (51, 71, 173). Eine Stérung der
zellvermittelten Immunitét wurde nicht nachgewiesen (155). Die Frage, warum die
aul3erordentlich hohe Pilzdichte im Stratum corneum, die Grundlage der einfachen
Diagnostik der Erkrankung im Nativpréparat ist, nur zu einer sehr geringen
Immunantwort seitens des Patienten fuhrt, ist nicht abschlief3end gekl art.

Gueho et al. diskutierten in einem kirzlich erschienen Review(64) die I nteraktion
von M. furfur mit dem zelluldren urd humoralen Immunsystem bei Patienten mit
Mal assezia-assoziierten Erkrankungen. Dabei zeigte sich, dass in den meisten
Studien insbesondere Lymphozyten von Patienten mit PV. geringer auf antigene
Extrakte der Hefe reagierten als gesunde Kontrollpersonen (155). Dennoch zeigt M.
furfur Eigenschaften eines Adjuvans bei der Verabrei chungmit anderen Antigenen,
scheint aso sehr wohl immunstimulatorisch wirksam zu sein. Auch die humorale
Immunité bel Erkrankungen durch M. furfur zeigt kein einheitliches Bild,
Antikorper gegen M. furfur sind nicht mit der Erkrankung korreliert und auch bei
Gesunden nachweisbar (173), da die Hefe zur residenten Hautflora gehort.
Insgesamt existiert derzeit kein einheitliches Konzept der Interaktion des Keimes

mit dem humanen I mmunsystem.

2.8 Inzidenz

Dadie Krankheit nur geringe Beschwerden verursacht und oft unbemerkt verl auft,
kann die Inzidenz nur geschétzt werden.

Eine besonders hohe Inzidenz findet sich in den tropischen und subtropischen
Regionen. In Mexiko (58, 59) oder Samoa (107) ereicht sie bis zu 50%, in Nord-

und Mitteleuropa dagegen nur 0,5 bis 1% (10).
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2.9 K ontagiositat

Die Kontagiositét der Piytriasis versicolor ist sehr gering. Sehr selten werden in der
Literatur Ansteckungsfalle beschrieben (132, 165). 191 |oste Burke (27) eine

Mal assezi a-Infektion bei Patienten mit hohem Cortison Spiegel aus.

Eine experimentelle Ansteckung eines gesunden Probanden erwies sich als sehr

schwierig, so dass nicht alle Bedingungen einer I nfektionskrankheit vorliegen (52).

2.10 Pradispositionsfaktoren

Zu den bekannten Pradispositionsfaktoren der Erkrankung zéhlen:

? tropisches, feuchtwarmes Makroklima

? vermehrte Schweil3neigung verursacht durch Tragen okklusver Kleidung
(71)

? korperlich anstrengende Tétigkeit

? gsportliche Betatigung und Sauna (61, 156)

? Allgemeinerkrankungen z.B.: Tuberkul ose, Hyperthyreose (141)

? genetische Faktoren

? idiopatischer oder iatrogener Hyperkortizismus (17, 27, 29, 84)

? Schwangerschaft (143)

? Kontrazeptiva (143)

? Fehlernédhrung (27)

? medikamentdse Suppression(27, 143)

? Anwendung von lipidreichen Externa (106, 145)

Mangelnde Korperhygiene scheint keinen Einfluss zu haben. Es wurden Riickfélle

auch bei sorgfdtiger Hygiene beschrieben (13).
2.11 Diagnose
Pityriass versicolor wird mestens aufgrund ihrer Kklirschen Symptome

diagnostiziert. Die Diagnose wird durch eine WoodlichtUntersuchung und das

KOH-Nativpréparat erganzt.
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Im Woodlicht (UV-Licht mit einer Wellenlange von 366 nm) lassen sich die
Lasonen durch eine charakteristische gelblichgrinliche Fluoreszenz nachweisen.
Dadurch kann auch die wirkliche Ausdehnung der betroffenen Areae bestimmt
werden, die z.T. bei Tageslicht kaum sichtbar sind (71, 125).

Foto 2: gelbliche Fluoreszenz der P.V. L&s onen unter UV-Licht

Im KOH- Nativpré&parat kann der Erreger -Mal assezia fur fur - nachgewiesen werden.
Es finden sich runde 24 um grof3e Sprosszellen, zwischen denen unverzweigte

Hyphen mit einer Lange von 20 um sichtbar sind (18).

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

Von grof3er klinischer Bedeutung ist das ,, Hobelspanphanomen® - eine kleieférmige
Schuppung, die beim Streichen mit einem Holzspatel Uber die L&s onen entsteht.
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Foto 4: Hobelspanphanomen

Die Kultur wird selten angelegt und ist nicht besonders aussagekréftig, denn der
Keim gehdrt zur residenten Hautflora. Die Veranderungen der Pityriasis versicolor
zeigen zwar eine erhdhte Keimdichte (113), a's pathogenetisch gilt jedoch bislang
die Induktion von Hyphen durch unaufgekl &rte Faktoren (59).

2.12 Differentialdiagnose

Aufgrund des klinischen Bildes der Pityriass versicolor sollten folgende
Erkrankungen bei der Diagnose in Betracht ei nbezogen werden:

? Vitiligo

? Melanoderma

? Leukoderma (Pseudoleukoderma) psoriaticum
? Leucoderma syphiliticum

? Cafe-au-lait Flecken

? Naevus anaemicus

? Eczemaseborrhoicum

? Erythrasma

? Leprapinta

? Frambosie
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2.13 Therapie und Prognose

Die Behandlung der Pityriasis versicolor hangt von der Ausdehnung der Lasionen
ab. Topisch werden Antimykotika verwendet, als besonders wirksam erwies sich die
Gruppe der Azole — z. B. Ketoconazol, Itraconazol und Fluconazol .

Als wichtigster Angriffspunkt der Azole bei Pilzen wird die Hemmung der
Ergosterolbiosynthese betrachtet (53, 116, 137, 157). Dies erfolgt durch die
Hemmung der C14Demethylierung der Sterolzwischengodukte (z.B. Lanosterol)
(53, 116) infolge Hemmung eines Cytochrom P450abhéngigen Enzymsystems (53,
72).

Auf molekularer Ebene gesehen, bindet der Stickstoff (N3 von Ketoconazol, N4 von
Fluconazol) an das Ham Eisenatom von Cytochrom Paso. Dadurch wird die Bildung
des Superoxid-Fe™-Komplexes (Fe0™), der fur die Hydroxylierung von
Methylsterol nétig ware, verhindert (72). Ergosterol ist das Hauptsterol in der
Pil zzellmembran (91, 160, 163).

Durch den Ergosterolmangel werden zahlreiche Membrar und Barrierefunktionen
behindert und gestort (72), die Zellmembranpermeabilitét ist erhoht, der
Metabolismus gestort und das Wachstum wird gehemmt (116, 137), was schliefdlich
zum Tod der Z€lle fihrt.

Bei ener topischen Therapie wird die Behandlung des gesamten Kérpers
empfohlen, da das Hyphenstadium auch in der nicht betroffenen Haut erhdht ist
(wirkstoffhal tige Shampoos oder L dsungen).

Die systemische Therapie (orae Gabe von Antimykotika) ist bel ausgedehnten
Herden und héufigen Rezidiven indiziert.

Die Rezidivrate ist auch nach langerer antimykotischer Therapie hoch und bel &uft
sich auf 60-80% innerhalb von 1-2 Jahren.

Tabelle 2 (né&chste Seite): Systemische Therapie der Pityriasis versicolor (in
al phabeti scher Reihenfol ge)
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Prépar at Dosierung Literatur
Fluconazol 50 mg Uber 14 Tage oder Faergemann 1992
400 mg 1 x pro Monat
I traconazadl 200 mg/d Uber 57 Tage Delescluse 1990
Ketoconazol 200 mg/d Uber 10 Tage oder Rausch 1984
400 mg 1 x pro Monat

3. Erreger der Pityriasisver sicolor

3.1Warum, Malassezia furfur“?

Die erste Beschreibung der klinischen Symptome der Pityriasis versicolor verdanken
wir Willan. 1846 hat Carl Ferdinand Eichstedt einen weiteren wichtigen Beitrag zu
dieser Erkrankung geleistet. Er fand, dass essich um eine erregerbedingte Krak heit

handelt. Aus dem Schuppenmaterial isolierte er, Pilzfaden" in reichlichen Mengen,

die er weiter nicht klassifizieren konnte, und aus diesem Grunde auch nicht
benannte. Den Namen ,,Microsporum furfur® schuf 1853 Charles Robin aufgrund
der optischen Ahnlichkeiten zu dem DermatophytenMicrosporum audinii.

Den heutigen Namen ,Malassezia furfur® und somit die Schaffung eines neuen
Genus verdankt die ,problematische’ Hefe H.E. Baillon, der sie zu Ehren des
Pariser Pathologen Louis Charles Mal assez so nannte.

Heutzutage gehdren zu diesem Genus (aufgrund der molekularbiol ogischen,
immunologischen und morphologischen Daten) folgende Malassezia Spezies:

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

Malassezia dooffiae (65) und die nicht lipidabhéngige Spezies Malassezia

pachydermatis (20, 66).

3.2 Epidemiologie von Malasseza furfur
Mal assezia-Hefen gehodren zur residenten Mikroflora der menschlichen Haut (78,

176) und lassen sich leicht darauf nachweisen, dabei besonders am Kopf (8-97%)
und am Stamm (92-100%) (113, 127, 143), in Talgdrusenfollikeln, extrazellulér
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zwischen den HornzellLamellen, im Akroinfundibulum, dem oberfléchennahen
Anteil des Follikels (104, 120, 135, 136, 162, 172).

Besonders hoch steigt die Zahl des Erregers bei Eintritt der Pubertét, sinkt dagegen
im Alter und im frihen Kindesater, was einen Zusammenhang/Abhangigkeit
zwischen Tal gproduktion und der Besiedlung von diesen lipophilen Hefen bestétigt.
Die durchschnittliche Keimzahl auf einer unveranderter Haut btragt 10x10°-
50x10° Keime/cn?, bei Pityriasis versicolor Patienten dagegen bis 450x18
Keime/cn? (113, 172).

Diese Zahlen verweisen auf eine wichtige pathogene Rolle vonMalassezia furfur,

die Pathomechani smen bl eiben aber weiter ungeklart.
3.3Morphologie von Malassezia furfur

Als Kultur auf DixorrAgar bildet Malassezia furfur gelbliche Kolonien (siehe Foto),

mit einem fruchtigen Geruch, fir den die anwesenden?-Decaactone verantwortlich
sind (97).

Foto 5: Kolonien von Malassezia fur fur auf Dixon-Agar

Lichtmikroskopisch werden runde und ovale Hefezellen gefunden, die abhéngig

vom angewandten Nahrmedium ineinander Ubergehen konnen (59, 143, 147, 152).
Esfinden sich auch stabile Varianten (38, 119, 143). Die Zellwand erscheint doppelt
konturiert. Die runden Zellen erreichen im Durchmesser 23 um und die ovalen eine
Léange von 6 um. Um die nestformig und dicht zusammengelagerten Zellen befinden
sch kurze Hyphenelemente. Dieses dimorphe Bild it vor dlem fir das

Schuppenmaterial von Patienten charakteristisch. Die Hyphenauspragung in einer
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Kultur zu induzieren ist bis jetzt Dorn (44), Nazarro Porro (123) und Faergemann
(52) gelungen und nur unter gezielten Kul turbedi ngungen moglich.

Die Reproduktion erfolgt ausschliefdlich asexuell. Aus einer Mitterzelle stilpen sich
die knospenbildenden Zellen hervor, wodurch das Bild ener typischen
flaschenformigen Form entsteht (11).

Elektronenmikroskopisch wird von aufen ausgehend eine dicke (ca. 0,12 pum),

mehrschichtige (darunter elektronendichte und elektonendurchlassige Schichten)
Zellwand sichtbar mit inneren Furchen, in die sich das Plasmalemm hine nstil pt.
Der Innenraum der Zelle ist vom durch das Plasma emm abgegrenzten Protoplasma
ausgefullt. In der Zelle gibt es viele verschiedene Zellorganellen, aunter
endoplasmatisches Reti kulum, GolgtApparat und lipidhaltige Vesikel (94).
Aufgrund des laminaren Aufbaus der Zellwand und der positiven DiazoniurBlau-

Reaktion (96) wird Malassezia zu den Bas diomyceten gerechnet.

3.4 Pathomechanismen der Pityriasisversicolor alba

Zum Mechanismus der Depigmentierung der Haut in den betroffenen Arealen

existieren derzeit zwel Hypothesen:

1) Aufgrund einer physikalischen lichtabsorbierenden Wirkung der Schuppen
bildet sich ein Pseudol eukoderm (92, 99, 103).
Dieser Theorie widersprechen aber die Depigmentierungen der nicht belichteten

Haut (16, 80) und auch die verzogert einsetzende Repigmentierung (60, 142).

2) Aufgrund ungeklarter toxischer Wirkungen wird die DOPA- Tyrosnase-
Reaktion inhibiert mit der Folge einer éngeschrankten M elaninsythese (18, 34,
83, 146).
Zur Unterstiitzung dieser Theorie kdnnten die beschriebenen Veranderungen in
der Struktur der Melanosomen dienen (5, 24, 34, 86). Diese Autoren
beobachteten in den hypopigmentierten Arealen bei normaler Melanzytenzahl
eine Storung des M elanosomentransfers von Melanozyten in die benachbarten

Keratinozyten. Die Melanosomen waren dabel anormal klein und aggregiert.
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Aul¥erdem wurden in der Literatur erregerbedingte zytotoxische Einflisse auf
die Méanozyten bzw. ene Inhibition der DOPA-Tyrosinase-Reaktion
beschrieben (18, 34, 83, 146).

1978 hat Nazarro-Porro einen Tyrosinaseinhibitor die Azelainsidure, eine vom
Erreger synthetisierte C9-Dicarbonsdure, nachgewiesen. Durch ihre geringe
Konzentration in vivo wird jeloch die mdgliche Hemmung der
Mel aninsy nthese in Frage gestellt (144).

Letztlich ist die charakteri stische Depi gmentierung der Haut bel Pityriasis vers col or

urséchlich noch nicht befriedigend erklart.

3.5 Problemstellung der vorliegenden Arbeit

Wenn Tryptophan die einzige Stickstoffquelle im Nahrboden vonMalassez a furfur

ist, so wird die Bildung von Pigmenten und Fluorochromen durch diese Hefe
induziert. Malassezia-Hefen gelten als Krankheitserreger der Pityriasis versicolor.
Das typische Krankheitshild auf3ert sich in Hyperpigmentierungen der Haut, die im
Woodlicht gelb-griin fluoreszieren (UV-Quelle, 366 nm). Diese konnen aber im
Laufe der Erkrankung in hypopigmentierte Lasionen Ubergehen, in denen die
Mel aninsynthese eingeschrankt wird (Pityriasis ves color aba).

Fur das charakteristische Krankheitsbild von Pityriasis versicolor gibt es keine
schlussigen Erklarungen. Die vorliegende Arbeit modchte zur Klarung des

Pathomechanismus der Depigmentierung beitragen. Dazu sollen folgende Fragen
geklart werden:

1) Gibt es Verbindungen / Sekundérmetaboliten im Stoffwechsel vonMal assezia

furfur, die humane M elanozyten beeinflussen kdnnen ?

2) Welcher Artist diese Beeinflussung ? (Melaninsynthese, Transport, Vitaitéat ?)

3) Besteht ein pathogeneti scher Bezug zur Hauterkrankung Pityriasis versicolor ?
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4. M aterialien und Methoden
4.1 Malassezia furfur
4.1.1 Sd&mme und Stammhaltung

4.1.1.1 Referenzstamm

Bei den Untersuchungen wurde ausschliefllich der Referenzsamm CBS 1878 T
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, the Netherlands) der Species

Malassezia furfur verwendet.

4.1.1.2 Anzucht und Nahrmedien

Die Anzucht des Stammes erfolgte auf modifiziertem (m) DixopAgar (65, 66) in
einem Brutschrank (Heraeus Holding GmbH, Hanau) be 32C. Die Kulturen

wurden in wochentlichen Abstanden auf frischen Agaweiterverimpft.

Nach Gueho et a. (78) besteht der modifizierte (m)}Dixon-Agar aus: 3,6%
Malzextrakt, 0,6% Pepton, 2% getrocknete Ochsengalle, 1% Tween 40, 0,2%
Glycerol, 0,2% Olséure, 1,2% Agar, Ag. dest. auf 100 ml.

Der Agar, der bel den Untersuchungen verwendet wurde, enthielt zwecks
Kostenersparnis statt Glycerol und Olsaure 0,4% Olivendl und erwies sich als
gleichwertig. Chloramphenicol und Cycloheximid wurden zur Vermeidung einer
Kontamination zugesetzt (siehe Tabelle 3, nachste Seite).
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Tabelle 3: Zusammensetzung des mDixoRAgars

Inhaltsst of f Menge pro 250 Lieferfirma
ml mDixon-
Agars*
3,6% Mal zextrakt 9¢g Mal zextrakt-Buillon, Merck,
Darmstadt, FRG
0,6% Pepton (Casein) 159 Pepton aus Casein, Merck
2% Ochsengalle 59 Dicfo, Detroit, USA
1% Tween 40 2,5ml Tween 40 Atlas, Sigma,
St. Louis, USA
0,4% Olivendl 1,0 mi aus der Apotheke kaltsterilisiert
1,2% Agar 59 Agar Agar reingt, Merck
0,04% Cycloheximid 2ml SigmaAldrich, Steinheim, FRG
0,005% Chloramphenicol** 0,0125¢ Merck, Darmstadt, FRG

* Die I nhaltsstoff e wurden eingewogen und mit Aquadest. auf 250 ml aufgefllt.
** Die Stammldsung besteht aus 6,25 mg Chloramphenicol / 1ml HO, wurde
sterilfiltriert abgefillt und bel-20?7C aufbewahrt.

Die Bestandteile, auer Olivendl und Tween, wurden nach dem Einwiegen mit Aqua
dest. auf 250 ml aufgefillt, bei 1 bar Gber 30 min (Melag Autoklave Typ 23, Me ag,
Berlin, FRG) autoklaviert und auf etwa 502C abgekihlt. Anschlief3end wurden 2,5
ml Tween 40 sowie 1,0 ml Olivendl hinzugegeben und derfertige Agar wurde unter

einer Uniflow Biohazard Laminar Flow Sicherheitsarbeitsbank (Gerétetyp
UV UB1200,Uniequip Laborgeratebau, Martinsried, FRG) in Kunststoffpetrischalen
von 10 cm Durchmesser (Nunc, Roskilde, DK) gegossen (jeweils 10 ml des Agars
pro Petrischal ).

4.1.3 Bildung von Pigmenten und Fluorochromen

Der Stoffwechsel von Mal assezia-Hefen welst eine Besonderheit auf. st Tryptophan
die einzige Stickstoffquelle im Na&hrboden, so bildet insbesondere die SpeciedVi.
furfur ein braunes Pigment, das aus einer grof3en Anzahl bisher unbekannter
Farbstoffe und Fluorochrome besteht (109).
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4.1.4 K ulturbedingungen

Zur Induktion der Pigmentbildung wurde ein transparenter PigmentAgar (P-Agar)

verwendet, der keine Vitamine, Spurenelemente, Elektrolyte und Kohlenhydrate
enthielt und nur noch aus einer Lipidquelle und der Aminoséure Tryptophan
bestand. Zur Vermeidung einer Kontamination wurden Chloramphenicol und
Cycloheximid zugesetzt.

Der P-Agar war folgendermal3en zusammengesetzt: 0,3 g L-Tryptophan (98%,

Sigma Ultra), 2 g Agar (Agar Agar reinst, Merck, Darmstadt), 0,05 g Cycloheximid
(Sigma Aldrich, Steinheim, FRG), 1000 ul Chloramphenicol (Merck,Darmstadt,
FRG), 3 ml Tween 80 (Tween 80, Sigma, Deisenhofen) und 97 ml H0O.

Die Mischung aus Cycloheximid, Chloamphenicol, Agar und Wasser wurde bei 1
bar Gber 30 min autoklaviert (Melag Autoklave Typ 23, Melag, Berlin, FRG), auf
50°C abgekiihlt und mit L-Tryptophan und Tween 80 versetzt. Anschlief3end wurde
der fertige P-Agar unter sterilen Bedingungen unter der Lamnar Flow Bench in
Kunststof fpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Nunc, Roskilde, DK) ausgegossen

(jeweils 10 ml des Agars pro Petrischale).

4.1.5 Pigmentgewinnung und Aufreinigung

Da die Bildung des braunen Pigmentes durch M. furfur tryptophanabhangig ig,
konnen als Bestandteile Derivate dieser Aminosaure vermutet werden.

Im Stoffwechsel des Tryptophans sind zwei grundlegende Synthesewege fir
Sekundérmetabolite beschrieben. Zum einen handelt es sich dabei um die Bildung
von Ommochromen, Farbstoffe, die bei GliederfifRern als Augen, Haut- und
Flugelpigmente sowie als Schlupfsekrete gefunden wurden (28, 29), zum anderen
die Bildung von Indolen und Indolderivaten. Zur Auftrennung und Gewinnung
einzelner Bestandteile des Pigmentes wurden die folgenden chroméographischen
Methoden fur Indol derivate eingesetzt.

Gewinnung des Rohextr aktes

Die auf dem mDixonrAgar 6 Tage lang gewachsene Kulturen von CBS 1878
wurden mit einem sterilen Tupfer auf RAgar ausgestrichen und danach 14 Tage bel
32C im Brutschrank inkubiert. Wahrend der Inkubation verférbte sich der vorher
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transparente Nahrboden durch das Pigment dunkelbraun, und unter UV-Licht bel
254 und 366 nm wurden deutliche Fluoreszenzersche nungen sichtbar.

Der Inhalt der Petrischalen (jeweils 20 Petrischalen) wrde mit einem
haushaltsiiblichen Pirierstab (Quelle, Furth, FRG) feinkornig zerkleinert und mit
Ethylacetat (M erck, Darmstadt) Uber 48 Stunden extrahiert. Der Extrakt wurde Gber
Glaswolle abfiltriert. So entstandenes Filtrat wurde mit einem gleichen Volume
Aqua dest. versetzt und ausgeschiittelt. Uber einen Scheidetrichter trennten sich 2
Phasen: die obere gereinigte EthylacetatPhase und die untere Wasserphase mit
Tween- und Agarresten. Die obere Phase wurde Uber einen Rotationsverdampfer
getrocknet und in etwa 4 ml Ethanol aufgenommen.

Die Vorreinigung des Rohextraktes verbessert und beschleunigt den nachfolgenden
Trennungsprozef3 mittels Saulenchromatographie (Gelpermeati onschromatographie
mit Sephadex LH20).

4.1.6 Saulenchromatographie/(Ge permeationschromatographie mit Sephadex
LH20)

Lipophiles Sephadex LH 20 (Porengrofe 25 — 100y, Sigma) ist ein
hydroxyproliertes Derivat des Sephadex G25 (Pharmacia, Uppsaa, Schweden) und
wird for die Gelpermeationschromatographie, die Normal phasenverteilungs und
Adsorptionschromatographie von z. B. Lipiden, Seroiden, Fettsduren, Hormonen

und Vitaminen verwendet (73).

Uber eine Mitteldruck-Saulenchromatographie wurde der Rohextrakt unter UV-
Licht (DesagaGmbH, Heidel berg, Type 131200) von 254 und 366 nm Wellenlange
in 7 einzelne Fraktionen aufgetrennt.

Die 7 einzelnen Fraktionen wurden in getrennten Glasgefal3en aufgefangen, mit
einem Rotati onsverdampf er getrocknet, in etwa 2,0 ml Ethanol aufgenommen und in
3 ml Glasrohrchen tberf tihrt.
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Tabelle 4 : Die erhalteren Fraktionen mit i hren charakteri sti schen Eigenschaften:

Nummer der Fraktion Menge der Fraktion (ml)  Farbe/Charakterisierung

0 300 farbloser Vorlauf
1 100 braun

2 100 goldgelb

3 100 hellgelb

4 200 braunlich

5 200 orange

6 200 blau

7 200 gelb

Die Saule (NS29 mit Fritte Durchmesser 30 mm, Por.1, PTFE-K Uken NS 14/2,5 mm
pitz ausgezogen, Nutzlange ca. 525 mm, Pfeuffer, Hannover, FRG) wurde mit der
Gelsuspension gefillt. Nach Aufbringen des Rohextraktes (4 ml in Ethanol,
entspricht etwa 20 Agar-Platten) wurde eine Flash-Birne (Schott Duran, 1000 ml)
aufgesetzt, mit dem Eutionsmittel Methanol (Merck) gefillt, und Uber einen
Gummiball wurde Druck aufgebaut. Die Laufzeit der Séule betrug etwa 130 min bei

enem Flussvon ca. 19 ml/min und einem Elutionselumen von 2500 ml.

Sephadex LH 20 wurde regel mél3ig regeneriert, um verminderte Trennei genschaften
durch Verschmutzung des Gels zu reduzieren. Nach jeder Chromatographie wurde
Uber das auf der Saule verbliebene Sephadex etwa 1 ml 2 N HCI aufgeschichtet.
Nach dem Einsickern wurde die Saule mit frischem Methanol gespiilt, bis der pH
Wert neutral wurde.

4.1.7 Analytische und pr &par ative Dinnschichtchromatographie

Zur weiteren Auftrennung der Indol-Derivate wurde eine
diinnschichtchromatographi sche Trennungherangezogen (57).

Jede Fraktion wurde danach auf DG-Platten Kieselgel 60 (Merck) aufgetrennt. Die
Substanzen wurden mit Hilfe eines Camag Linomat 1V aufgetragen und mit dem
Laufmittel Toluol-Ethylformiat-Ameisensiure im Verhatnis 10:5:3 entwickelt
(Laufkammern: Desaga, Heidelberg; Filterpapier: 20 x 20 cm, Camag, Muttenz,
Schweiz).



Materiaien und Methoden 30

Tabelle 5 : Einstelung des Linomaten zur analytischen DCTrennung der

Fraktionen:

Plattenbreite 200 mm
Bandbreite 10 mm
Auftragsgeschwindigkeit 7 sec/pl
Sartpostion horizontal 10mm
Startposition vertikal 20 mm
Zwischenraum 7 mm
Aufzutragendes Volumen 20ul
Druck Hauptventil ? 100 bar
Druck Reduzierventil 5 bar

Tabelle 6 : Eingtellung des Linomaten zur préparativen DGTrennung der
Fraktionen:

Plattenbreite 200 mm
Bandbreite 180 mm
Auftragsgeschwindigkeit 4 sec/ul
Startposition horizontal 10mm
Startposition vertikal 20 mm
Zwischenraum 0Omm
Auf zutragendes VVolumen 300ul
Druck Hauptventil ? 100 bar
Druck Reduzierventil 5 bar

Anschlief3end wurde jede einzelne Faktion Uber die Beschreibung der DGPlatten

im sichtbaren Licht und UV-Licht bei 254 und 366 nm sowie die RFWerte

(Quotient aus der Entfernung einer Substanz vom Startpunkt und Lauf mittelstrecke)
charakterisiert.

Die aufgetrennten Banden wurden angezeidinet, mit einem Einmalskal pell
ausgekratzt, im Morser fein zerkleinert und mit Ethylacetat und Wasser mehrmals
geschuittelt. Dadurch lieffen sich 2 Phasen trennen: die obere Ethylacetatphase mit
dem Pigment und die untere Wasserphase mit dem abgesetztem Kieglgd.

Anschlief?end wurde die Pigmentphase abpipettiert, zur Bindung von Restwasser mit
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Natriumsulfat (Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz) versetzt und bei 25°C mit 4000
U/min Gber 5 min zentrifugiert (Programm 5, Hettich Zentrifuge, Rotana RP). Der
Uberstand wurde in ein 4mk-Glasrohrchen (neoLab Autosampler Vials, Heidelberg,
FRG) Uberfuhrt und unter einem Stickstoffstrom in einem Techne DRIBlock DB 3
(Thermo Dux, Heidelberg) bel 402C getrocknet.

4.1.8 Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie (High Performance Liquid
Chromatography, HPL C)

Zur Isolierung der Bestandteile der SephadexSaulen-Fraktionen wurde die
préparative HPLC angewendet. Die erhaltenen Unterfraktionen wurden mittels
anal ytischer HPL C auf Reinheit untersucht.

Pr &parative HPLC

Durch prdparative HPLC koénnen die trotz Vorreinigung noch recht komplexen
Sephadex- Saul en-Fraktionen (durchschnittlich 5-10 Komponenten) Uber einen
Gradienten mit einer LiChrospherRP8 Sdule (Merck, Darmstadt, 30x250 mm) mit
entsprechender Vorsaule getrennt und in grésseren Mengen rein dargestel It werden.
Als Gradientenpumpe dient die Gilson Masterpumpe M305 gekoppelt mit e ner
Pumpe Gilson Modell 302 (Gilson, USA) mit jeweils einem praparativen 50ml/min
Pumpenkopf, gesteuert von einem Gilson 802Modul. Die Detektion erfol gt mittels
UV-Detektor (Holochrome, Gilson) bei 220 nm, die Chromatogramme werden
mittels XY-Schreiber aufgezeichnet. Der verwendete lineare Gradient (180 min)
lauft von 0-100 % Acetonitril bzw. 100-0 % Wasser (L 6sungsmittel sind Gradient
Grade von Merck, Darmstadt). Die Flussrate betréagt 5 ml/min, die eluierenden
Verbindungen werden mittels Fraktionensammler (Super Frac, Pharmacia Biotech)
kontinuierlich in 180 Fraktionen von je 5 ml aufgefangen und anschliessend
lyophilisiert (Lyovac GT2). Die Frakion wurden nach Chromatogrammverlauf,
Farbe und Fluoreszenz kombiniert, lyophilisiert und nach analytischer HPLC eines
Aliguots nochmals mittels eines im Verlauf flacheren und gespreizten Gradienten
welter auf getrennt. Auch hier wurden entsprechende Fraktionen vereinigt und erneut
lyophilisiert. Mit dem verwendeten Verfahren der kontinuierlichen Gewinnung der
Fraktionen konnte sichergestellt werden, dass keine eluierende Substanz verloren

ging. Anschlief3end wurde ein Aliguot zur anaytischen HPLC verwendetund bei
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ausreichender Reinheit im Zellkulturversuch eingesetzt bzw. oder per Express unter
Stickstoffatmosphé&re  auf  Trockenels zur  Strukturaufkldrung an  den

Kooperationspartner in Miinchen geschickt.

Analytische HPLC

Zur analytischen HPLC wird eine Revered-Phase-Saule (RP-18, 4 x 250 mm,

stationére Phase Shandon ODS Hypersil 3 um, Life Science International LTD,
Cheshire, England) verwendet. Die Elution erfolgt mittels HochdruckGradienten

(Gynkotek Gradientenpumpe 480, Gynkotek, Germering). Als mobile Plase wird

Acetonitril-Wasser (linearer Gradient von 0 — 100% Acetonitril bzw. 100 — 0%

Wasser Uber 100 min) bei einer Flussrate von 1 ml/min eingesetzt. Die Detektion
eluierter Substanzen erfolgt bei 220 nm (Detektor UV-Detektor 785, bai, Bensheim),

die Chromatogramme werden mittels eines Thermoschreibers (Gynkotek CR 6A

Chromatopac, Gynkotek, Germering) bei ener Schreibergeschwindigkeit von
2mm/min aufgezeichnet. Der Probenauftrag erfolgt mittels eines Autosamplers
(Alcott Modell 738, Bischoff Analysentetinik, Leonberg) in einem Volumen von
100 pl.

4.1.9 Weltere chemisch-anal ytische M ethoden/Strukturaufklarung
(AK Prof. Steglich, Organ. Chemie, LMU Mlnchen)

Die aus Gief3en erhatenen Proben werden in M Uinchen mittel slH- und 13C—NMR

(600MHZz), Massenspektroskopie (HRMS) sowie FT-IR-Spektroskopie analysiert.
Zur Aufnahme geeigneter Massenspektren stehen verschiedene lonisationsmethoden
zur Verfuigung (El, ESI, FAB und Cl). Zur Strukturaufklarung sollten die Proben

ausrei chend rein sein und eine Mindestmenge von 0,5 mg nicht unterschreiten.
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4.2 . Melanozytenkultur

4.2.1 Kulturverfahren

Humane Vollhaut (Uberschissige Hautanteile nach operativen Eingriffen) wurde
unter sterilen Bedingungen von Fettgewebe befreit und 10 mal in Phosphatpuffer
ohne Calcium und Magnesium gewaschen. Anschlief3end wurden die Proben auf
einer planen Oberfléche fixiert und mit Hilfe eines Dermatoms kleine Hautstlicke
von 5 mm Breite und 2 cm Lange abgehobelt. Bei sehr kleinen Hautproben entfiel
dieser Praparationsschritt. Die Hautstlicke wurden 2 Std. bei 37°C bzw. Uber Nacht
bei 4°C mit 0,25%-iger Trypsinldsung behandelt und anschlie3end die Epidermis
von der Dermis getrennt. Die epidermalen Zellen wurden mechanisch durch
Pipettieren in Hank’'sMedium mit 10% fotalem Kdberserum und 1%
Penizillin/Streptomycin  suspendiert. Die Suspenson wurde gefiltert und
zentrifugiert (10 Minuten, 200g, bei Raumtemperatur). Das Zellpellet wurde in
MelanozytenrMedium (F10-Nutrient-medium mit 5% fotaem Kalberserum, 1%
Penizillin/Streptamycin, 85 nmol/l TPA, 0,1 nmol/l IBMX, 2,5 nmol/l Cholera
Toxin) resuspendiert und zur Unterdrickung des Fibroblastenwachstums mit 100
png/ml Geneticin versetzt und 48 Std. in einer 10%igen CO,-Atmosphére bei 37°C
inkubiert (die Einwirkzeit darf hochstens48 Std. betragen). Die Kultur wurde in
Zélllkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen) ausgesdt und bel 37°C in 10% CQ
Atmosphére inkubiert. Das Kulturmedium wurde von Beginn an 3 mal in der Woche
gewechsalt.

Die Zellen wurden solange passagiert, bis die fir ale Versuche entsprechende
Zéllzahl erreicht wurde. Die weitere Aufzucht der Melanozytenkultur erfolgte in
grolen Zellkulturflaschen (Polystyren, 175 cn?) bei 5% CO, Begasung. Alle 3 Tage
wurde das Medium gewechselt (30 ml/Flasche);bei beginnender Konflenz des
Zellbewuchses (etwa ale 14 Tage) wurden die Zellen passagiert. Anschlief3end
wurden die Zellen in 1,5 ml Rohrchen (Greiner, Frickenhausen) eingefroren und vor
den Versuchen in der entsprechenden Menge auf getaut.

Alle Zellkulturarbeiten mit Melanozyen wurden bei moglichst wenig Lichteinfall
durchgefthrt, um die Exposition der Zellen gegentiber UV zu minimieren und den
Zerfal des TPAsim Medium zu vermeiden.
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4.2.2 Gewinnung einer reinen M elanozytenkultur

Die priméren Melanozytenkulturen sind oft mit Keratinozyten und Fibroblasten
kontaminiert. Das K erati nozytenwachstum kann erfolgreich durch TPA unterdriickt
werden. Fibroblasten werden selektiv durch den Zusatz von Geneticin gehemmt
(68).

Zwecks Vernichtung der Fibroblasten in der Melanozytenkultur wurde 150pl
Geneticin (100 pg/ml, Sigma, Minchen) auf eine 75 cnf - Zellkulturflasche
(Endkonzentration 100ug/ml) zugegeben, und die Zellen wurden daraufhin 48 Std.
inkubiert. Danach wurde das Geneticinhaltige Medium durch Lerne-Medium

ersetzt und die Zdllen wurden wie oben beschrieben weiterkultiviert.
4.2.3 Passagier en von Melanozyten

Dazu wurden die Zellen nach dem Abgief3en des Mediums mit 10 ml 0,25% Trypsin
in HBSS mit 1% P/S abgelst (2-3 min bei 37°C inkubiert) und in ein 50ml
Zentrifugenrohrchen pipettiert. Die Zel lkulturflasche wurde 2 mal mit je5 ml HBSS
mit 10% fetalem Kédberserum (FKS) und 1% P/S nachgespilt und diese
Restzellsuspensionen in das Zentrifugenréhrchen pipettiert. Durch FKS wird
Trypsin inaktiviert. Die Zellen wurden zentrifugi e (10 min bei 200g), das Pelett in

10 ml vom frischen Medium aufgenommen. Die entstandene homogene Suspension

wurde im Verhdltnis 1:2 auf geteilt (, gesplittet*) und neu ausgesét.

Tabelle 7 : Zusammenstellung der in der Zellkultur verwendeten Volumina

Kulturflasche Kleine (25 cm?) Mittlere (75 cm?)  Grof3e(150c?)
Kulturmedium Sml 15 ml 30ml
Waschen mit PBS 5ml 10 ml 15 ml
0,2% EDTA (Titriplex 111) 1ml 2ml 4 ml
Trypsin-Ldsung 1ml 2mi 3ml
Medium 5ml 10 ml 15 ml
Lésung mit fetalem 2ml 3mi 4ml

Kalberserum
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4.2.4 Einfrieren von M elanozyten

Nach dem Abgief3en des M ediums wurden die Zellen abgelost und in einem 50 mi
Rohrchen zentrifugiert (Vorgang gleich wie beim Passagieren der Zellen). Danach
wurde das EinfrierMedium (50% fetales Kéberserum 40% Medium MGM-M 2,

10% DMSO) zugegeben, und darin wurden die Zellen sorgféltig suspendiert.
Anschlielend wurde jeweils 1 ml der Suspension in ein 1,5 ml Roéhrchen
(-Ampulle*) dberfihrt und im Kuhlfach bei -80 C° eingefroren. Bei dieser

Temperatur verblieben die Melanozyten 1 bis 2 Tage und wurden anschlie3end in
einen Stickstoffbehalter (-220°C) umgelegt.

4.2.5 Auftauen von M elanozyten

Die aus dem Stickstoffbehalter genommenen Ampullen wurden im Wasserbad bis
zum Auftauen gelassen und sofort danach in 50ml Zentrifugenréhrchen mit 5 ml
Medium aufgenommen. Danach wurden die Zellen 5 min zentrifugiert (1200

Umdrehungen/min), gezéahlt und fir entsprechende Versuche ausgesét.

4.2.6 Verwendete Kulturmedien

4.2.6.1 Melanozytenmedium nach Lerner

Dieses Medium bestand aus: Nutrient Mixture F 10 (HAM) mit L-Glutamin (500
ml, Gibco, Eggenstein), TPA = Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (1 mg, Sigma,
Deisenhofen), IBMX = 3Isobutyl-1-Methyl-Xantine (100 mg, Sigma,
Dei senhofen), Choleratoxin (1 mg, Calbiochem, Bad Soder), inaktiviertem fetalem
Kalberserum (Gibco, Eggenstein) und Gentamycin (100 ml, Sigma, Dei senhofen).
Diese Bestandtelle wurden vor dem Gebrauch in entsprechenden Konzentrationen
vorbereitet (aul3er fetalem Kalberserum und Antibiotika) und eingefroren.

Eine Ampulle TPA wurde in 200pl DMSO gel 6t (5 mg/ml), davon wurden 100 pl
in 9900 ul HAM gegeben (50 pg/ml) und portioniert unter Lichtausschluss
eingefroren (6 M onate haltbar).

Das IBMX wurdein 9 ml Ethanol gel6st (11,1 mg/ ml) und portioniert eingefroren.
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Das Choleratoxin wurde in Ag. dest. gelost (100 pg/ml), steril filtriert und
portioniert eingefroren.

Von den so erhatenen StammlGsungen wurden folgende Mengen, je nach
Mediummenge (50, 100, 500 ml) zugesetzt.

Tabelle 8 : Zusammensetzung der Bedandteile im Lerner-Medium nach

verwendeten Volumina

Nutrient Mixture 50ml 100 ml {500 ml  Endkonzentration im Medium
F 10 HAM

TPA 52ul 104ul [p20pl 85nM

IBMX 100ul 200p [1ml 0,1mM

Choleratoxin 42ul 84u M42ul  0,1nM

Fetales Kélberserum 25m 5ml 25m 5%

Gentamycin 500l 1ml 5m 1%

Das Lerner-Medium war nach der Anfertigung 2 Wochen bei 4°C und im Dunkeln
stabil.

4.2.6.2 Kommer ziell bezogene M edien

Die kommerziellen Medien (Ready to use Mediums') wurden von der Firma
Promo Cell (Heidelberg) bezogen. Diese M edien bestanden aus einem Basalmedium
(500 ml) und einer Supplementmischung (,SupplementMix‘) (10 ml), die zu dem
Basal medium unmittelbar vor der Verwendung zugesetzt wurde.

Das Basamedium wurde bei 4°C und das Supplement bel —20°C im Dunkeln
aufbewahrt. Nach der Zugabe von Supplement waren die kompletten Medien 5
Wochen bel 4°C und im Dunkeln haltbar.

4.2.6.2.1 Melanocyte Growth Medium M2 (MGM2)

Dieses Medium ist serumfrel und enthdt weder PMA (PhorbotMyristate Acetete)
und TPA (Tetr a-Phorbol-A cetate) noch andere mégliche Mitogene.

Nach der Zugabe des Suppl ements enthdt das Medium folgende K onzentrationen an
Wachstumsfaktoren:
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Tabdle 9 : Wachstumsfaktoren des M GM 2-M ediums

Wachstumsfaktor Endkonzentration
proml Medium
Endothelial Cell Growth Supplement /Heparin (ECGS/H) 0,4%
Fetales K&l berserum 2%
Epidermal Growth Factor, human, recombinant 0,1 ng/ml
Hydrocortison 1 pg/ml
Basic Fibroblast Factor, human, recombinant 1 ng/mi
Amphotericin B 50 ng/ml
Gentamicin 50 pg/mi

4.2.6.2.2 Melanocyte Growth Medium (MGM)

Das Melanocyte Growth Medium enthdt im Vergleich zu MGM 2Medium sowonhl
PMA as auch Phenol red und wurde zur radioaktiven Melaninbestimmung
verwendet. Nach der Zugabe des Supplements enthdt das Medium folgende
Konzentrationen von Wachstumsf aktoren:

Tabelle 10 : Wachstumsfaktoren des M GM-M ediums

Wachstumsfaktor Endkonzentration
proml Medium

Basic Fibroblast Factor, human, recombinant 1 ng/ml
Bovine pituitar extract, 13 mg/ml 0,004 mi/ml
Phorbol 12-Mristate 13-Acetate 10 ng/ml
Phenol red 0,62/ml
Insulin 5 pg/ml
Hydrocorti son 0,5 pg/ml
Amphotericin B 50 ng/ml

Gentamicin 50 pg/mi
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4.2.6.2.3 Modifiziertes Melanocyte Growth Medium (MGM)

Zusétzlich zu den oben beschriebenen Wachstumsfaktoren im M GMM edium wurde
noch 100 ul R-Mercaptoethanol pro 500 ml zugesetzt. (3-M ercaptoethanol dient zur
Stabilisierung von SH-Gruppen. Dieses Medium wurde bei der radioaktiven

Meél ani nbestimmung verwendet.

427 Zusiatze zu den Zdlkulturmedien (Wachstumsfaktoren, Hormone,

Vitamine)

Mit den heute zur Verfligung stehenden Kulturbedingungen kénnen Me anozyten
aus kleinen Hautproben gewonnen und herangeztichtet werden, um gentigend Zellen
fur experimentelle Untersuchungen zu erhalten.

Mit der Moglichkeit der Gewinnung einer reinen M e anozytekultur (46) wurden
die Kenntnisse Uber die Wirkungsmechanismen der gebrauchlichen Mediumadditiva
und die spezielle Bedeutung der jeweiligen Substanzen vertieft.Zu den wichtigsten
Medienzusitze zdhlen: 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).

Die mitogene Wirkung von Rinderhypophysenextract (BPE) wird auf dessen
hohen Gehalt an basischem FibroblasteaAWachstumsfaktor (bFGF) zurtckgef thrt
(56).

TPA bewirkt rezeptorvermittelt phanotypisch reversible Zelltransformati onen durch

die Aktivierung der Serin/Threonirspezifischen Proteinkinase C (32, 41, 43).

Choleratoxin ist ein guter Wachstumspromotor epithelialer Zellen, stammt von V.
cholerae und aktiviert irreversibel die Adenylatzyklase. Das Toxin durchdringt die
Zellmembran und addiert covaent die ADPRibosylgruppe von intrazellularem
NAD+ an die AlphaUntereinheit von Gs-Proteinen. Die irreversibel malifizierte

Ge;-Einheit aktiviert die Adenylatzyklase, ohne GTP hydrolisieren zu kdnnen. Somit
bleibt GTP an Gs; gebunden und die Adenylatzyklase standig aktiv. Unter der
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Wirkung Choleratoxins kann der intrazellulére cAMRSpiegel um mehr als das
100fache gesteigert werden (31, 74, 85). Wird zugleich der Abbau von cAM P durch
die Hemmung der Phosphodiesterase mit Isobutylmethylxanthin (IBMX)
gehemmt, kann der Effekt von Chol eratoxin noch gesteigert werden (1).

Melanozytenstimulierendes Hormon (M SH)

AlphaMSH ist ein Pepithormon mit 13 Aminosauren, dessen Primarstruktur mit
dem C-Terminus von ACTH identisch ist. Es wird bei Wirbeltieren in der Pars
intermedia aus dem Vorlaufermolekil Proopiomelanocortin hydrolytisch gebil det
und bewirkt in der Haut von Amphibien und Fischen die Ausbreitung der
Melanophoren. Seine Rolle bei Sdugern und speziell bet Menschen ist noch nicht
ganzlich geklart. Es erhdht die Tyrosinaseaktivitdt Uber einen cCAMPmediierten

Mechanismus (6, 55, 76). Dainzwischen eine Relhe weiterer Funkionen von Alpha

MSH bekannt sind wie z.B. die M odulation der immunologi schen Reaktion, wird es
auch a's ubiquitéres Zytokin mit pigmentstimulierenden Effekten angesehen (128).
Es konnte auch gezeigt werden, dass es beim Menschen wahrscheinlich auch in der
Haut gebildet werden kann und durch UV-Strahlen induzierbar ist (15).

Seroidhormone

Melanozyten reagieren auf verschiedene Steroidhormone. Hyperpigmentierungen
bei Schwangeren sind hierfir en klinisches Beispiel (154). Die
Hyperpigmentierungen korrelieen mit dem Ostrogenspiegel. Progesteron und
Androgene haben dhnliche Wirkungen. Welche funktionelle Rolle Steroidhormone
und die besonders bel Meanomzellen vermehrt auftretenden Steroidrezeptoren

spielen, ist noch unklar (49, 36).

Insulin wirkt bei zahlreichen Zellspezies rezeptorvermittelt als Induktor der
Zellproliferation. Die Zellen reagieren innerhalb weniger Minuten auf den Zusatz
von Insulin durch eine erhohte Glucoseaufnahme. Fir diese Sorfortreaktion ist keine
de-novo Proteinsynthese notwendig. Die Bindung von Insulin an den
membranstandigen Rezeptor induziert die vermehrte Fusion permeasehaltiger
Veskeln mit der Zelmembran (39). Wahrend fir die Erhéhung der
Glukoseaufnahmerate sehr niedrige Insulinkonzentration ausrechen (1(?-10'10

mol/l), sind fiir die Wachstums-Stimulierung etwa 10" mol/l Insulin notwendig. Der
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Rezeptor fur Insulin hat dhnlich wie der EGF Rezeptor Tyrosin-spezifische
Proteinkinaseaktivitét (88). Man nimmt an, dass die Phosphorylierung verschiedener
zytosolischer Proteine die Grundlage der Wachstumsférderung bildet. Die Identitat

und Funktion der phosphorylierten Proteine sind noch nicht vollsténdig bekannt.

Vitamin D3 (Cholecalciferol) erhoht in Kulturen menschlicher Melanozyten die
Tyros nasesynthese und erhoht die Dendrtenzahl. Da Vitamin D3 photochemisch
unter UV-Einwirkung gebildet wird, kénnte dies zum Teil die sonnenbedingte
Hautbrdunung erkléaren (161). Bel Studien mit Meanozytenkulturen aus dem
Praputium von Neugeborenen konnte diese Wirkung weder bei biologisch akivem

Vitamin D3 noch bei Metaboliten des Vitamin D Stoffwechsels gefunden werden
(105). Andere Autoren wiederum zeigten, dass Vitamin D3 von Melanozyten
internalisert werden kann und an spezifische Rezeptoren bindet (140). In
Mausehaut bewirkt Cholecalciferol eine Erhéhung von Dopapositiven M el anozyten

(2, 128). Die widerspriichlichen Aussagen lassen zur Zeit noch keinen endgiltigen

Schiui? tber die Bedeutung von Vitamin D fur die Kontrolle der M elanogenese zu.

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) ist identisch mit Urogastron, einem
Faktor, der urspriinglich aus Urin isoliert wurde und die Sekretion von Magensdure

inhibiert 62). EGF wird in sehr unterschiedlichen Organen gebildet und wirkt nicht
speziesspezifisch bei vielen verschieden Zelltypen 30). Das 6400 Da grol3e

globuléare Proteine mit 53 Aminosduren hat 3 fur seine biologische Aktivitat
essentielle Disulfidbriicken. Der EGF gehdrt zu einer Famile von Faktoren, die
funktionelle Ahnlichkeiten aufweisen und zum Teil an denselben Rezeptor binden
(z.B.TGF-?, Vaccina Virusfaktor, shope fibroma growth factor, marcophage growth

factor). Der EGF-Rezeptor ist ein Transmembranglycoprotein, das auf fast allen
Zelltypen exprimiert wird. Die zytoplasmatische Seite des Receptors bestzt eine
Tyrosin-Phosphokinase-Aktivitdt, die den Rezeptor selbst und andere
zytoplasmatische Proteine phosphorylieren kann. Als second messenger fungiert
Phosphatidylinositol. Fir den proliferationsstimulierenden  Effekt ist die
Kinaseaktivitdt vermutlich essentiell. Zellen mit mutiertenRezeptoren, die EGF

binden konnen, aber keine Kinaseaktivitat aufweisen, werden nicht stimuliert. Die
intrazellulé&re Doméne des Rezeptors hat groRe Ahnlichkeit mit oncogenen

Produkten wie c-erb B, v-erb B und Neuoncogen (67).
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Die Fibroblasten-Wachstumsfaktoren wirken in den Melanozytenkulturen stark
mitogen. Es gibt 2 Haupttypen des FGF, die aufgrund ihres isoel ektrischen Punktes
unterschieden werden. Beide wurden ursprunglich aus Hirngewebe isoliert und
haben eine hohe Affinitét zu Heparin. Bei der Kultiverung der Hautzellen ist der
von Keratinozyten sezernierte basische Fibroblasten growth factor besonders
nitzlich. Da Keratinozyten bFGF sezernieren konnen, nimmt man an, dass dieser
Wachstumsfaktor wesentlich zu dem mitogenen Effekt von Keratinozyten ode
Keratinozytenkul turiberstanden auf Melanozyten beitrégt (26, 70). Der basische
Fibrobl asten- Wachstumsfaktor (bFGF) ist ein potentes Mitogen fir Melanozyten
und kann in Meanozytenkulturen Phorbolester wie TPA ersetzen (69). Die
mitogene Aktivitdt von Kertinozytenextrakten kann mit neutralisierenden
Antikérpern gegen bFGF inhibiert werden. Dies spricht ebenfals fir eine zentrale

Rolle des bFGF bel der Interaktion zwischen K eratinozyten und M elanozyten.

Nervenwachstumsfaktor (NGF) wirkt auf Melanozyten richt mitogen, sondern

induziert morphol ogische Veranderungen mit einer Zunahme der Dendriten. Dieser
Effekt wird in Anwesenheit von Keratinozyten, die den NGF exprimieren kdnnen,
verstérkt. In der Cokultur ist auf3erdem eine hohere Sensibilitét fur UV-Strahlen und

dem damit verbundenen Anstieg der M elanogenese zu beobachten. Dies zeigt, dass
auch der NGF an dem Zusammenspiel von Keratinozyten und M el anozyten beteiligt
ist (175).

4.3Verwendete M ethoden

4.3.1 Bestimmung der Zé€llzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden, wie unter ,Passagieren der Zellert

beschrieben, die Zellen abgel0st und suspendiert, der Suspension ein Aliquot von
100 pl entnommen und in der Neubauer Zahlkammer 2fach im Lichtmikroskop
(40x VergrolRerung) ausgezahlt (Doppebestimmung). Aus der Zahlung, dem
bekannten Suspensionsvolumen und der gegebenen Groéle der Zahlkammer |&sst
sch die Zdlzahl der Suspenson und damit die notige Verdinnung fur die
Versuchsansatze bestimmen (133).
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Berechnung:

100 x 5 x Zellzahl x ml Zellsuspenson
0,4

4.3.2 Bestimmung der Vitalitat

4.3.2.1 Trypan-Blau-Test

Diese Methode beruhte auf dem dunkelblauen Anférben avitaler Zellen durch die
Trypanblau-Loésung. Die Losung bestand aus. 0.4% Trypanblau, 0.8% NaCl und

0.06% K,HPO,, die sorgfaltig steril gemischt und filtriert wurden.

Der Test war leicht und schnell durchzufihren, sowohl direkt in Zellkulturgefal3en
als auch in der Neubauer-Z&hlkammer bei der Zellzahl bestimmung.

Bei der Zellzahlbestimmung (nach dem Ablésen und Zentrifugieren der Zellen wie
bel ,Passagieren der Zellerf) wurde Trypanblau-L6ésung mit Zellsuspension im

Verhdltnis 1:1 gut gemischt und in das Hamozytometer Uberfiihrt. Die Zellen

wurden wie oben beschrieben im Lichtmikroskop (40 x Vergroferung) ausgezahit.

Dabei wurde die neue Verdinnung beriicksichtigt.

Berechnung unter Berlicksichtigung der Verdinnung durch die TrypanBlau-
Losung:
100 x 5 x Zellzahl x ml Zellsuspension x 2
0,4

Wahrend der Durchftihrung der Versuche wurde die Trypan-Blau-Ldsung direkt in
die Zdlkulturgefaie (Microtiteplatten, Zellkulturflaschen) im Verhdtnis 1:1 zum
Kulturmedium gegeben, um die prozentuae Vitaita mittels Lichtmikroskop zu

bestimmen.
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4.3.2.2 Vitalitatsbestimmung mittelsM TT-Test

Die Vitaitéat der Zellen wurde auch mit dem MTT-Assay (CelITiter 96R AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, Madison WI USA) bestimmt.

MTT (3-[4,5-Dimethyl-2]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolinum bromid) ist ein gelber,
wasserlodicher Farbstoff, der durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem
blauen wasseruniosichen Formazan reduziert wird. Diese Umwandlung vollzieht
sich ausschlieffdlich in lebenden Zellen und spiegelt die Aktivitét der mitochondrialen
Dehydrogenasen wieder. Der Farbumschlag ist zudem der Anzahl der vitalen Zellen
proportional. Die Konzentration des reduzierten blauen Farbstoffes wurde
photometrisch gemessen.

Die Zellen wurden fur 24 Stunden bei 37°C und 5% CQ in 96-Microtiterpl atten mit

verschiedenen Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen, gel6st im
Kulturmedium, inkubiert (n=10). Danach wurde das Medium abgesaugt und die
Wells wurden sorgfétig mit Passagiermedium (RPMI 1640) gewaschen. Frisches
MGM 2-K ulturmedium (jeweils 100 ul pro Well) und MTT-L6sung (jeweils 20 pul

pro Well) wurden zugegeben und die Zellen damit 2 Stunden bel 37C und 5% CO;

inkubiert. In dieser Zeit hat sich das Medium bréunlich verféarbt. Die
Microtiterplatten wurden im Dunkeln zum Elisaphotometer transportiert und bel 492
nm abgelesen (MTP Reader EAR 400 ATC, SLT Labinstruments, Osterreich).

Ergebnisse der MTT-M essung:

Je hoher der gemessene Extinktionswert, desto grofer die Konzentration des
Farbstoffes und damit der Anteil an vitalen Zellen in der untersuchten Probe. Die
Ergebnisse werden als prozentualer Anteil vitaler Zellen im Vergleich zur

Kontroll gruppe unbehandel ter Zellen dargestellt:

% Vitalitat = [ Extinktion(Test) : Extinktion(Kontrolle)] x 100
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4.3.3 Bestimmung der Proliferation

Der Proliferationstest wurde nach der Methode von Hearing et a. (156)

durchgefihrt. Die Zellen wurden in der Zahl van 20 000 Zellen pro Well, pro 3 ml

MGM-Medium, in die 6Wells-Microtiterplatten (Greiner, Frickenhausen) ausgesét
und Uber Nacht bis zur Adherenz bei 37°C und 5% CQ inkubiert. Am néchsten Tag

wurde das Medium gewechselt und die zu untersuchenden Substanzen in

verschiedenen Konzentrationen zugegeben, auf3er bei der Kontrolle, bel der nur
Mediumwechsel erfolgte. Die Zellen wurden tber 4 Tage (37°C; 5% CQ) inkubiert.

Dabei wurde nach 2 Tagen ein Mediumwechsel mit der gleichen Konzentration der
zu untersuchenden Substanz vorgenommen. Nach dieser Zeit wurde das Medium
abgesaugt, die Wells wurden mit 3 ml RPMI 1640 gewaschen und mit 2,5 ml
Trypsin/ EDTA trypsinisert. Das Trypsin wurde nach 5 min mit 2,5 ml MGM

Medium inaktiviert. Nach dem sorgféltigen Suspendieen der Zellen in den
einzelnen Wells wurde ein Aliquot von 100ul enthommen und in 96Wel | s Uberf Ghrt
(n=10).

Be nicht adherenten Zellen (besonders bei der hochsten Konzentration der zu
testenden Substanz) wurde der Inhalt in en 15 ml R6hrchen (Greiner,
Frickenhausen) Uberfuhrt. Die Wells wurden sorgfaltig 2 x mit 2 ml RPMI 1640
nachgewaschen und die Waschldsung zum Rest dazugegeben, um alle Zellen zu
erfassen. Nach der Zentrifugation wurde das entstandene Pellet in 5 ml MGM

Medium suspendiert und 100 pl Aliquot (n=10) in 96-Wells Uberfiihrt. Die Zellen
wurden Uber Nacht bis zur Anheftung inkubiert (37°C; 5% CQ) und am néchsten
Tag wurde der MTT-Assay durchgefuhrt. Nach 2 Stunden Inkubation (37°C; 5%

COy,) wurden die Extinktionswerte abgelesen.

4.3.4 Differenzierung von Apoptose und Nekrose mittels FACS

In den frihen Apoptosestadien treten in der Zellmembran verschiedene
Erscheinungen auf, zu den auch die Trand okation des Phosphatidylserin (PS) gehort
(7, 37, 50). Im normalen physiol ogischen Zustand befndet sich dieses Lipid auf der
zytoplasmatischen Innenseite der Zellmembran. Bei Apoptose wird es an der
Oberflache exponiert(166).
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Annexin (ist ein C&"-abhangiges , Phospholipid bindendes Protein mit einer hohen
Affinitdt far PS (166). Aus diesem Grurd wird Annexin zum Detektieren
apoptotischer Zellen verwendet.

Die Anférbung des Phosphatidylserin auf der auf3eren Membran der apoptotischen
Zellen wurde unter Verwendung von AnnexinV-Fluos (Roche, Mannheim)
durchgefihrt. Zur Abgrenzung der nekrotischen Zellen wurde zusétzlich eine

Gegenfarbung mit Propidiumiodid durchgef tihrt.
Folgende L 6sungen wurden hergestellt:

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

Propidiumiodid-L6sung (PJ): Ansatz aus einer Stammldsung , 50 pgml.

Annexin-V-Fluos M arkierungddsung Verdinnung von 20 pl der AnnexinV-

Fluos Stammldsung in 1000 pl HepesPuffer mit Zugabe von 20 ml PJ.

Die Zellen wurden in der Zahl von 250 000 Zellen pro Well, pro 3 ml MGM

Medium, in die 6Wels-Microtiterplatten (Greiner, Frickenhausen) ausgesit und

Uber Nacht bis zur Anheftung bei 37°C und 5% CQ inkubiert. Am néchsten Tag

wurde das Medium gewechselt und die zu untersuchenden Substanzen in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben, aul3er bei der Kontrolle, bel der nur

Mediumwechsel erfolgte. Die Zellen wurden tUber 24 Stunden (37°C; 5% CQ)

inkubiert. Danach wurde das M edium abgesaugt, die Zellen wurden trypsinisiert, 15
min in 50% FBS inkubiert (um die Zellmembranintegration wiederzustellen) und
anschlief3end 5 minbel 1200 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl Annexin

V-Fluos Markierungddsung resuspendiert und 15 min bel 20°C inkubiert. Danach
wurde 0,4 ml Inkubationspuffer hinzugegeben und die Analyse der Zellen im
FACScan (Cdlibur, Beckton Dickinson USA, Cellquest Software) durchgefihrt.

Die Anregung erfolgte bei 488 nm, die Fluoreszenz des Fluoresceins wurde bei 515
nm, die des PJ bei 560 nm gemessen.
Das FACScan Gerét wurde auf eine Stichprobe von 10 000 Zellen eingestellt. Diese

Stichprobe wurde durch wellenldngenspezifische Detektion der Fluoreszenz
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ausgezdhlt und auf die gesamte Zellzahl hochgerechnet. Je nach Qualitat der
erhatenen Vertelungen snd dadurch MehrfachMessungen moglich. Jede
fluoreszierend markierte Zelle emitiert je nach Markierung licht spezifischer
Wellenlange, dessen Intensitét von der Zellgrolde, der Zellbreite und der Zellflache
abhéngt. Mittels Photomultiplier (PM T, Photomultiplier tube) wird ein elekirisches
Signal erhalten, das proportional zu der emitierten Lichtmenge und dami zur Zahl
der markierten Zellen ist.

Die erhaltenen Daten wurden durch die Gerétesoftware in Form von Histogrammen
dargestellt. Die Achsen der Histogramme zeigen jeweils die | ntensitét der jewelligen
Farbstoff-spezifischen Fluoreszenz an. Damit lasst sichjede Zelle nach ihrer
Fluoreszenz elnem Punkt des Histogramms zuordnen.

Jedes Histogramm ist in 4 Quadranten eingeteilt, in denen sich je nach Anférbung
der jeweiligen Zelpopulation Haufungen zeigen. Im rechten oberen Quadranten
zeigt sich bel Zellhaufurg z. B. eine bevorzugte Anféarbung mit beiden Farbstoffen.
Apoptotische Zellen finden sich durch die bevorzugte Farbung mit Annexin V im
rechten unteren Quadranten. Eine geringe Anfarbung mit beiden Farbstoffen findet

sich im linken unteren Quadranten als Ausdruck unverénderter Zellen.

4.3.5 Enzymatische Differenzierung der Apoptose durch Caspasen

Eine fuhrende Position in der Apoptosekaskade haben die Caspasen Cysteinyl
Agspartate-specific proteinase, 125). Diese Enzyme tragen ein Cystein im aktiven
Zentrum und spalten nach einem Aspartat. Sie werden als inaktive Procaspasen
synthetisiert.

Sog. Initiator- oder ,,upstream”- Caspasen (Caspase 8, 9, 10 und 12) werden durch
pro-apoptotische Signale aktiviet und spaten die sog. Effektor oder
»downstream"”- Caspasen.

Zur Eliminierung der Zelle fuhren die Eff ektorcaspasen (Caspase 3, 6 und 7), die die
Zerstorung der Zell-Zell Interaktionen und des Zytoskeletts bewirken, die
Fragmentierung der DNA und schlief3lich die Abschnirung der, apoptotic bodies’.
Die Aktivierung der Caspasen geht mit einer komplexen Signaltransduktionskaskade
einher (sehe Abbildung 2, néchste Seite).
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Abbildung 2 : Regul ation der Apoptose im Uberblick

(www.newengl andbiolabs.de/newpcst_d.html)
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Dabei konnen die Mechanismen der Apoptose Uber die extrinsische bzw.

intrinsi sche Signalkaskade (extrinsic' oder ,,intrinsic pathway') vermittelt ablaufen

(siehe Abbildung 3, nachste Seite).
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Abbildung 3 : Schema der A poptosekaskade
(www.med.uni-hei del berg.de/anaes/download/10500905. pdf)
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Bei der extrinsischen Apoptosekaskade handelt es sich um eine Rezeptorvermittelte

Reaktion, die durch die ,Todesezeptoren® (z.B. Fas/TNF-Rezeptor) der

Superfamilie der TNF (tumor necrosis factor) und NGF (nerve growth factor)

inititert wird Durch die Bindung der Rezeptor-spezifischen Liganden (z.B.
FasL/TNF?) werden die Rezeptoren oligomerisiert. Die I nitiator-Procaspasen 8 und

10 werden Uber Adapterproteine (z.B. FADD) an den Rezeptor-Liganden-K omplex

gebunden und dort aktiviert (death inducing signalingcomplex DISC: 8, 9, 130).

Die intrinsgschen Apoptosekaskade wird durch eine mitochondriale Dysfunktion
induziert. Wegen einer erhéhten Durchlassigkeit der Mitochondrienmembran wird
das Cytochrom c in das Zytosol freigesetzt. Das Cytochrom c rekrutiert Uber das
Adapterprotein Apaf-1 (A poptosis protease actvating factor) die Procaspase 9 (131),

welche auf diese Weise aktiviert wird. Eine wesentliche Rolle in der
intrinsischen/mitochondrialen Apoptose spielt die Balance von Proteinen der Bel2-

Familie. Die antrapoptotischen Bcl-2-Proteine (Bcl-2 und Bcl-xL), die im
physiologischen Zustand in der Mitochondriemembran liegen, verhindern die

Cytochrom c-Freisetzung im Gegensatz zu den pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine
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(Bax, Bad, Bim und BID), die nach entsprechender Stimulierung in die
Mitochondrienmembran wandern und die Cytochrom eFrel setzung begtinstigen (63,
150).

Trotz einer Schematisierung der Apoptose und ihrer Gliederung in zwei Kaskaden
ware eine Vorstellung von zwel unabhéngig voneinander ablaufenden Reaktionen
falsch. So aktiviert beispiel sweise die Caspase 8 (Initiatorcaspase der extrinsischen
Apoptosekaskade) das pro-apoptotische Bcl-2-Protein BID und dieses wiederum
aktiviert Bax, welches die Cytochrom cFrei setzung stimuliert (100).

Die gemeinsame Endstrecke beider Apoptosekaskaden stellt die Aktivierung der
Effektorcaspasen (3, 6 und 7) dar. Es ist anzunehmen, dass nach Apoptoseinduktion,
gleich durch welchen ,pathway“, letztendlich alle Caspasen und die meisten

proapoptoti schen Faktoren in der sterbenden Zelle aktiviert werden.

SDS-Gel el ektrophorese

Die Elektrophorese ist ein Verfahren, mit dem eire Mischung von Proteinen unter
dem Einfluss eines e ektri schen Fel des getrennt wird.

Die Wandergeschwindigkeit der Proteine von der Kathode zur Anode wird durch
ihre Masse bestimmt, die proportional zur Ladung der mit SDS behandelten Proteine
Ist.

Das SDS-Natriumdodecylsulfat ist ein stark negativ geladenes Detergenz, das alle
nicht-konvalenten Bindungen in Proteinen zerstdrt und an hydrophobe Regionen
bindet, wodurch es auch die Zellen lysiert. Die negativen Ladungen der gebundenen
SDS-Molekile stol3en sich ab und alle Proteine dissozieren in ihre Untereinheiten,
wodurch sich die einzelnen Polypeptidketten vollstandig entfalten kdnnen. Die
linearen Polypepti dketten zei gen alle nahezu gleiche LadungsyMasseVerhaltni sse.
Die Auftrennung erfolgte in einem Polyacrylamid-Gel, das aus AcrylamidM onomer
hergestellt wurde. Dabel richtet sich der Gehalt an Acrylamid nach der Grof3e der
zutrennenden Proteine, d.h. die Auftrennung von Proteinen der Grofe 3560 kDa

erfolgte in einem 12% igen Gel.



Materiaien und Methoden 50

Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden in 6 wellsMicroplatten mit der Dichte von 5 x 10° /6-well/ 2
ml M GM2-M edium ausgesét (n=3) und bis zur Anheftung tber Nacht bei 37°C, 5%
CO; inkubiert. Am néchsten Tag wurde das M edium entfernt und durch ein frisches
Medium mit unterschiedlich konzentriertem Malassezin ersetzt. Die Inkubation
wurde fur 2, 4 und 6 Stunden durchgeftihrt.

Nach der Entfernung des Mediums wurden die Wells einma mit PBS gewaschen.
Danach wurden pro Well 80 ul von 3-fach SDS-SampleBuffer (siehe Tabelle)
zugegeben und fur 5 min enwirken gelassen. Anschliessend wurden die Zellen mit
Cellscrapers abgescharbt und in Eppendorf Reaktionsgefale tberfihrt. Nach dem

Abzentrifugieren erfol gte viermalige Ultrabeschallung.

Tabelle 11 : Zusammensetzung des 3fach SDS-Sampl e-Puffer

Stoff Konzentration [Mengepro100 |Firma
ml 3fach SDS
Sample Puffer
Tris 187,5mM 2,279 USB, Cleveland, OH,
USA
SDS 6% 69 ICN Biomedicals,
Aurora,OH, USA
Glycerol 30% 30 ml Roth, Karlsruhe
DTT (Dithiothreitol) | 150 nM 2,39 Sigma, Tautkirchen
Bromphenolblau 0,3% 0,39 Merck, Darmstadt

Als Vorbereitung fur die Gelelektrophorese wurden die Zellen mit 3fach SDS
Sample-Puffer behandelt.

Vorbereitung der Polyacrylamid-Gele

Zur Durchfiihrung der SDS-Gelel ektrophorese wurden 2 Gele: ein Sammel- und ein

Trenngel aus entsprechenden Schichten gegossen.



Materiaien und Methoden 51

Uber dem eigentlichen Trenngel wurde das Sammelgel gegossen, das wenig
Acrylamid enthielt. Zweck seiner Verwendung war, die Proteine zundchst an der
Sammelgel / Trenngel Grenzflache zu sammeh, um anschliefiend bei héherer
Spannung einen gleichzeitigen Ubergang der Proteine in das Trennge zu
gewéahrleisten.

Dazu wurden zwei zusasmmengehorige Platten durch zwel am Rand gel egte Spacer
(Peglab, Erlangen) getrennt, in eine Geltasche gesteckt und ineinem Gelgief3stand
eingespannt. Die Sammet und Trenngelldsungen wurden bis auf die APS
(AmmoniumperoxisulfatLdsung, Polymerisationsnitiator) in je einem 50 ml

Zentrif ugenrohrchen angesetzt.

Tabelle 12 : Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels.

Bestandteil 12% Sammelgel |Firma
Trenngel
Acrylamid/Bisacrylamid 6 ml 1,3 mi Roth, Karlsruhe
4 x TrigHCI pH 8,8 * 375ml |- USB, Cleveland, OH, USA
4 x TrigHCI pH 6,8** |- 25ml USB, Cleveland, OH, USA

Aquaad iniectabilia 525ml [{6,1ml

TEMED 10 pl 10ul Merck, Darmstadt
10% A PS-L 6sung 100l (200 Roth, Karlsruhe
(1g/ 10 ml)

*1,5M Tris (18 g/100 ml) und 0,4% DS (0,4 g /100 ml)
** 0,5M Tris (6,05 g/100 ml) und 0,4% SDS (0,4 g /100 ml)

Zunachst wurde der Sockel gegossen, flr den 2 ml Trenngel-Lésung mit 200 pl
APS-L6sung in einem 15 ml Zentrifuger6hrchen gemischt wurden und jeweils 1 ml
davon zwischen die Glasplatten pipettiert wurde. Zu der restlichen Trennget L 6sung
wurden 100 pl APS-L6sung zugegeben und 4 ml dieser Mischung tber den Sockel
einpipettiert. Zur Verdrangung von Luftblasen wurde das gegossene Trenngel mit
Ethanol Uberschichtet. Nach einer halben Stunde (Zeit der Gelpolymerisation) wurde
das Ethanol abgegossen und das Sammelgel Uber das Trenngel einpipettiert (nach
Zugabe von 100 pl der APS-L6sung). Zur Aussparung der Taschen (zur Beladung)
wurde zwischen die Platten in das Sammelgel ein Kamm (Peglab, Erlangen)
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eingefuhrt. Nach der Polymerisation dieser Gelschicht wurden die Glasplatten mit
dem Gel aus den Geltaschen genommen und indie Gelel ektrophorese-Vorrichtung

eingespannt. Die GelelektrophoreseVorrichtung wurde bis zu den Markierungen

mit 1 x LaemmliPuffer (25 mM Tris, 250 mM Glycin und 0,1% SDS, pH 8,3)

aufgefulIt und das Gel mit den Proben (15 pl/Tasche) geladen.

Zusdtzlich wurde pro Gel ein Protein-Molekulargewichts Marker (Mischung

bekannter Proteine) aufgetragen. Zuerst wurde el ne Spannung von 80V angelegt (bis
die Proteine zur Sammelgel / TrenngelGrenzfldche gewandert waren), dann wurde
se auf 120V erhoht. Die Elektrophorese wurde bei Erreichen der geférbten

Lauffront am Sockel gestoppt. Anschliel3end erfolgte eine WesternBlot-Analy se.

Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse ist ein sehr empfindliches und spezifisches Verfahren
zum Protei n-Nachweis.

Zuerst werden die Proteine mittels der SDS-Gelel ektrophorese getrennt, um dann
durch eine senkrecht zum Gel angelegte Spannung auf eine PV DFMembran
transferiert zu werden. Diese Membran wurde dann mit dem Prim&Antikorper
inkubiert, der spezifisch gegen das gesuchteProtein gerichtet ist. Zur Detektion des
an der Membran gebundenen PrimarAntikorpers wird ein enzymmarkierter Zweit
Antikorper eingesetzt. In dieser Arbeit wurden die Antikorper gegen Caspase 8 und
9 eingesetzt. Der entsprechende Zweit-Antikorper war mit Horseradi sh-Peroxidase
(HRP, Cell Signaling, Beverley, MA, USA) gekoppelt.

Die Membran und das Filterpapier wurden auf die Grof3e des Gel's zugeschnitten,
kurz mit Methanol gewaschen und in Towbin (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10%
Methanol, pH 8,3) inkubiert, ebenso das Gel und die Transfer-Pads.

Der Protein-Transfer erfolgte nach folgendem SandwichVerfahren: Kathode,
Transfer-Pad, Filterpapier, Gel, PV DFMembran, Filterpapier, Transfer-Pad, Anode
wurden in dieser Relhenfolge zusammengeftgt und in die Blotthg-Kammer
eingesetzt. Die so vorbereitete Blotting Kammer wurde mit Towbin aufgefillt und
e ne Spannung von 50V wurde fir 45 min angel egt.

Danach wurde die Membran mit dem Gel eine Stunde mit dem BlockingPuffer (5%

BSA) und dann Uber Nacht in der Primar-Antikor per-Losung inkubiert.
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Am néchsten Tag, nach der Entfernung der Antikdrper-L6sung, wurde die Membran
3x mit TBST (Tris buffered saline with 0,1% Tween, BioRad, Hercues, USA)

gewaschen. Danach erfolgte eine einstiindige Inkubation der Membran mit dem

Zweit-Antikorper und ein Waschvorgang mit TBS-T (3x).

Zur Entwicklung der Proteinbanden wurde die Membran dann fir 12 min mit

LumiGlo ( Cell Signaling, Beverley, MA, USA) inkubiert.

Nach der Enfernung des Entwicklers konnte die Membran auf einen Rontgenfiin

exponiert und anschlief3end entwickelt werden.

Tabelle 13 : Verwendete Antikorper im Western -Blot

Primér/Erst-Antikor per

Zweit-Antikor per

Blocking-Puffer

Caspase 8
Cell Signaling, Beverley,
MA, USA

Mol ekul argewi cht:
57 kDa, 43 kDa

Verdinnung: 1: 2000
Caspase 9

Cel Signaling, Beverley,
MA, USA

Mol ekul argewi cht:
47 kDa, 35 kDa

Verdinnung: 1: 1000

Anti-mouse 1gG Antikdrper

Chalfont, UK

Verdinnung: 1: 3000
Anti-rabbit 1gG Antikor per
Cedl Signaling

MA, USA

Verdunnung: 1: 3000

(BSA)

BSA

4.36 ,Hoéchst-Farbung” (Farbung mit HOE 33342)

Bei dem Farbstoff BisBenzimid (HOE 33342) handelt essich um eine Substanz, die

an adenin- und thymidinreiche Sequenzen bindet und somit spezifisch DNA im

Zellkern anfarbt. Bei Vorliegen von apoptotischen Zellverdnderungen werden

dadurch charakteristische Veranderungen im Zellkern (apoptic bodies) sichtbar.
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Der Farbstoff fluoresziert bei Anregung mit Licht der Wellenlange von 360 nm blau.

Die Zellen wurden in den 4-wellsLab Teks (Nunc) ausgesét (1x10 >/Well/750 pl
MGM2.Medium) und Uber Nacht bis zur Anheftung bel 37°C, 5% CQ inkubiert.
Danach wurden pro well 750 pl Medium mit Malassezin zugegeben und die Zellen
wurden Uber 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, Stunden bei 37°C, 5% CQC; inkubiert. Nach
entsprechender |nkubationszeit wurde das M edium abgezogen. Die Zellen wurden
einmal mit PBS™ gewaschen und 30 min auf Methanol/Aceton (eiskalt, 1:1, 750
ul/Well) inkubiert. Danach erfolgte 3faches Waschen mit PBS™. 750 ul des
BisbenzimidFarbstoffes (Fa. Riedel-de Haen,10 mg Farbstoff in 10 ml Aq. dest
gelost und 10-fach verdinnt mit PBS™) wurden pro Well zugegeben und es folgte
eine 30 min Inkubation bel 37°C, 5% CQ. Nach dieser Inkubationszeit wurde die
Farbstoffl 6sung abgezogen und die Zellen wurden 3 mal mit PBS" gewaschen. Die
Lab Teks wurden entrahmt und mit Immersionsol (M ounting Fluit, Trinity Biotech)

ei ngedeckelt. Danach erfol gte die mikroskopi sche Auswertung der Ergebnisse.

437 ,Comet Assay” (si ngle cell gel elektrophoresis assay)

Der Comet Assay (Apoptoss Detection Kits R&D Systems, Wiesbaden
Nordenstadt) auch single cell ge elektrophoress assay genannt, ist ein
empfindlicher Test, der die DNA-Schéadigung in der Zelle detektiert und visualisiert.
Das Prinzip des Tests basiert auf der Migration der denaturierten und gespaltenen
DNA-Fragmente aus einer geschadigten Zelle unter dem Einfluss eines elektrischen
Feldes, wahrend die unbetroffenen, spiralen Fragmente in der Zelle bleiben.

Die untersuchenden Zellen werden trypsinisiert und in einer flissgen Agarose
eingebettet. Nach der Behandlung mit einer alkalischen Ldsung, die die eventuell
bestehenden DNA-Fragmente denaturiert und hydrolysiert, wird die Elektrophorese
durchgefiihrt und anschliefiend eine Fabung der Proben mit der fluoreszierenden
Green Staining Sol ution.

Die schleifenférmigen DNAFragmente, ,comets’, die aus der Zelle auswandern,
konnen auf diese Weise unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht

werden.
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50 x10* Zellen pro ein 6well pro 2 ml MGM2-Medium wurden ausgesét und tiber
Nacht bis zur Anheftung bei 37°C und 5% CQ inkubiert. Am nachsten Tag wurde
das Medium gewechselt und die zu untersuchenden Substanzen in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben, auler bei der Kontrolle, bel der nur Mediumwechsel
erfolgte. Nach 6 Std. Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde das Medium entfernt
und die Zellen mit PBSw/o C£" und Mg™ 2x gewaschen, trypsinisiert

(2 ml Trypsin und 2 ml FKS) und bei 1200 U/min 10 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1 ml PBS w/o C&* und Mg2+ aufgenommen und sorgféltig suspendiert. 50
ul der Suspension wurde mit 500 ul LMAgarose (42°C) vermischt und 75 pl der
Mischung auf einen Superfrost Slide (Bestandteil des Comet Assays, vorbereitete
Objekttrager) pipettiert und Uber Nacht bis zur Trocknung im Dunklen bei 4°C
gel assen.

Am néchsten Tag wurden die Proben ca. 1 Std. bei 4°C im Dunkeln in Lysis
Solution (Bestandteil des Comet Assays) inkubiert und anschlief3end 30 min bei RT
im Dunkeln in Alkalt+Solution (frisch hergestellt aus 0,6 g NaOH Pellets, 250 ul
200mM EDTA und 49,75 ml Ag. dest.). Danach wurden die Proben 2 x 5 min bel
RT in TBE buffer (108 g TrisBase, 55 g Borséure, 9,3 g EDTA, 11 ml Ag. dest.)
gewaschen und 10 min bel 25 V (1,786 V/cm) in der Elektrophoresepparatur
(BioRad, Minchen) laufen gelassen.

Nach einem kurzen Abtropfen des TBE-Puffers wurden die Proben 5 min bei RT in
EtOH fixiert und anschlief3end tber Nacht bel 4°C zum Abtrocknen gelassen.

Am nachsten Tag wurden 50 ul Green Staining-Solution ((1 pl SYBR Green Stain
in 10 ml TE buffer (pH 7,5; 12,11 mg Tris, 3,72 mg EDTA, fur 50 ml Aq. dest.)) auf
die Minigele pipettiert, die direkt danach unter dem Fluoreszenzmikroskop

betrachtet wurden.
4.3.8 LDH-Freisetzung (L actat-Dehydr ogenase-Assay)

Zur Toxi zitdtsmessung stehen verschiedene M ethoden zur VerfGigung:

a) Unterscheidung geschadigter Zellen anhand des Farbeverhatens gegeniber
sogenannten ,, Vitalfarbstoffer* wie Trypanblau, Eosin Y, Nigrosin oder Propidium
Jodid. Dabel werden zerstorte lysierte Zellen nicht erkannt. Propidium Jodid wurde
in der FACS-Analyse engesetzt (sehe Kapitd 4.3.4: ,Differenzierung von
Apoptose und Nekrose mittelsFACS®)
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b) Freisetzung radioactiver |sotope (z. B. >'Cr, *H-Prolin die zuvor in die Zellen
eingebaut wurden, durch Schadigung der Zellen. Nachtelle sind der Einsatz
radioaktiver Isotope, die Notwendigkeit, die Zellen vor der eigentlichen Messung zu

markieren sowie die hohe Spontanfrei setzung der Marker.

Deshalb wurde die Freisetzung eines zytoplasmatischen Enzyms alsMarker fir

toxische Einwirkungen verwendet.

Im LDH-Assay wird die Aktivitdt der LactatDehydrogenase im Zelluberstand
bessimmt. LDH ist en zytoplasmatisches Enzym, dass durch Enwirkung
zytotoxischer Substanzen durch Zytolyse freigesetzt wird.

Die Messung erfolgt enzymatisch durch Umsetzung von zugegebenem Lactat zu
Pyruvat unter Verbrauch von ebenfals zugesetzten NAD', das zu NADH’
umgesetzt wird. NADH" reduziert das als Reagenz zugesetzte Tetrazolium-Salz
enzymatisch (Diaphorase) zum entsprechenden, wasserldslichen, intensiv rot
geférbten Formazan, welches photometrisch bei 500 nm bestimmt wird. Dabel zeigt
unverandertes, Uberschiissiges Tetrazolium-Sal z keine Absorption bei 500 nm. Zur
Messung wurde der ,Cytotoxicity Detection Kit (LDH)* von Roche, Mannheim,
verwendet.

Abbildung 4 (néchste Seite) : Schema der enzymatischen Reaktionen im LDH
Assay (Roche: Cytotoxicity Detection Kit, Instruction Manual, Version 5, 1999).
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Die Zdlen wurden flr 24 Stunden bei 37°C und5% CO; in 6-Well-Microtiterpl atten
mit verschiedenen Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen, geldst im
Kulturmedium, inkubiert (n=2). Gleichzeitig wurde eing,Background“ Kontrolle (2
ml MGM2-Medium ohne Zellen), eine“Low* Kontrolle (spontane Freisetzung von
LDH, Zellen mit 2 ml MGM2Medium) und eine ,High* Kontrolle ((maximale
Freisetzung von LDH durch vollstandige Lyse der Zellen mit 2,760 ml MGM2
Medium und 240 pl LysePuffer (,Nonidet, siehe auch Kapitel 4.3.11,
, Mélaninbestimmung mittels Bnbau von **C-(U) Tyrosin“) durchgefiihrt. Danach
wurde die 6-Well-Microtiterplatte zentrifugiert (10 Min. bel 250 g), ein Aliguot von
100 pl Medium von jedem Well in eine 96well-Microtiterplatte UberfUhrt (n=10)
und Reagenz-L6sung (jeweils 100 pl pro Well) zugegeben und 30 min bel 15°C
inkubiert. In dieser Zeit verfarbte sich das Medium rétlich. Die Microtiterplatten
wurden im Dunkeln zum Elisaphotometer transportiert und bei 492 nm abgel esen
(MTP Reader EAR 400 ATC, SLT L abinstruments, Osterreich).
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Auswertung der L DH-Messung:

Die steigende Anzahl der avitalen Zellen oder der mit besch&digter Membran ist
proportional der erhdhten LDH-AKktivitéat im Zel lUberstand. Die enzymatische LDH
Aktivitét korreliert direkt mit der Konzentration des entstandenen Formazans. Damit
ist seine Konzentration proportional zur Anzahl der avitalen oder toxisch
beschédigten Zellen.

Berechnung der Zytotoxizitét (%):
(Experimentelle Probe- , Low* Kontrolle) x 10 2

,High* Kontrolle - ,Low*" Kontrolle
4.3.9 Reverghbilitat der Veranderungen

Nachdem die zelluléren Veranderungen einer Substanz zugeordnet werden konnten,
wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen inkubiert und die
Veranderungen (nach 4 Std. der Einwirkungszeit, nach der die Veranderungen
festzustellen sind) wunter Mediumwechse ohne Substanz Uber langere Zeit
beobachtet, um z. B. eventuelle Reversibilitdt zu finden. Die Zellen wurden
hinsichtlich ihrer Morphologie, Konfluenz, Proliferation und Vitalitd Uber 3
Wochen (Verdopplungszeit normaler Zellen) untersucht.

4.3.10 Einfluss von DM SO

DMSO - Dimethyl Sulfoxid- wurdein der Zellkultur als Losungsmittel fur die zu
testenden Stoffe angewendet.

Dieser Stoff weist in hdheren K onzentrationen toxische Wirkung auf die epithelialen
Zellen, insbesondere ihre Membraen, auf. In den durchgef Ghrten Versuchen wurde

ein Anteil an DMSO von 1 pl pro 1 ml Medium nicht Uberschritten. Um die
Wirkung von DMSO auf die Zelen zu charakterisieren, wurde ene
Verdinnungsreihe mit den verwendeten Konzentrationen von DM SO angesetzt.Die

damit behandelten Zellen wurden auf Vitalitét, Proliferation, Nekrose und A poptose

geprift, mittels der friher beschriebenen Methoden:
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Vitalitét mittels Trypan-Blau-Tests
Vitalitét mittels MTT-Tests

Proliferation mittels MTT-Tests

A poptoti sche Wirkung mittels FACS
Nekrotische Wirkung mittels FACS
Toxische Wirkung Uber LDH-Freisetzung

© a M w N P

4.3.11 Melaninbestimmung mittels Einbau von **C-(U) Tyrosin

Die radioaktive M el aninbestimmung wurde nach der M ethode von VictoriaM. et a.
durchgefiihrt (168).

Die vitden Zellen wurden mit Hilfe des TrypanBlau Tests im Hamozytometer
ausgezahlt, in 6Wells Platten zu je 20 000 Zellen pro Well ausgesat und bis zur
Adherenz bei 37°C, 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

Jede zu testende Substanz wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen gepruft (n=4
pro Substanz und Konzentration). Es erfolgte gleichzeitig eine Kontrolle mit
unbehandelten Zellen und eine Kontrolle mit einem bekannten Inhibitor der
Melaninsynthese (Kojic Acid, Sigma, Deisenhofen) in 3 verschiedenen
Konzentrationen.

Am néchsten Tag wurde das modifizierte MGM-M edium durch Medium mit den zu
testenden Substanzen gewechselt. Als Marker der Melaninsynthese wurde hier L
[U-2C]=Tyrosin (Ammersham, Freiburg) benutzt. Das radi oaktiv markierte GAtom
Ist also statistisch Uber das Molekil verteilt. Damit wird ausgeschlossen, dass z. B.
durch Decarboxylierungen fliichtiges *CO, aus einer ausschliessichen Markierung
der Carboxy-Gruppe gebildet wird, was die Messung verfélschen wirde. Pro Well
wurden 10 pl des radioaktiven Tyrosins eingesetzt (250 uCi). Die Zellen wurden 4
Tage mit den zu testenden Substanzen inkubiert (bei 37°C, 5% CQy), einschliefdich
des Mediumwechsels nach 2 Tagen.

Nach dieser Zeit wurde das Medium entnommen, die Zellen mit Dulbecco’s Puffer
ohne Ca und Mg (4°C) gewaschen, in 240 pl Lésung aus: 1% Nonidet P40 (Sigma,
Deisenhofen), 0.01% SDS (Sigma, Deisenhofen), in 1 M Tris: HCI, pH 7.2 und
Protease Inhibitor Coctail (SIGMA, Deisenhofen) gelost und 1 Std. zur Lyse im

K Uhlschrank inkubiert.
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Der ,Coctail“ bestand aus. AEBSF (104 milimolar), Aprotinin (0.08 milimolar=80
micromolar), Leupeptin (2.1 milimolar), Bestatin (3.6 milimolar), Pepstatin A (1.5

milimolar), und E64 (1.4 milimolar).

Die Detergenzlosung wurde einen Tag vor der M elaninbestimmung hergesteit und
bei 4°C aufbewahrt. Die Proteaselnhibitoren wie Aprotinin, AEBSF und die
Protease-Inhibitor Mischung wurden erst 1 Std. vor der M elaninbestimmung

(10 pl Protease Coctail auf 1 ml TrisHCI mit 1% Nonidet und 0.01% SDYS)
zugegeben.

Der Inhat (Zell-Lysat) jedes einzelnen Wells wurde dann mit der Pipette in den
Dot-Blot Apparat (BioRad, Minchen) Uberfuhrt und mittels Wasserstrahl vakuum
(22 mm Hg) durch die Membran gesaugt. Das radioaktive, in saurem Milieu
unlésliche Melanin und die M elaninprekursorerwurden an die ZetaProbe bl otting

(BioRad, Miinchen) Membranen gebunden (15 min bei 23°C). Danach wurden die
Membranen unter Vacuum getrocknet und 3 Mal mit 250 pl 0.1 HCl M mit 0.1 %
unmarkiertem Tyrosin (Sigma, Dei senhofen) gewaschen.

Die Membranen wurdenaus dem Dot-Blot Apparat herausgenommen und weiter 3 x
fur 20 Min mit 200 ml 0.1 M HCI gewaschen.

Nach dem Trocknen an der Luft wurden die Membranen zerteilt und die den Proben
entsprechenden Stiicke in Szintillationflissigkeit (3 ml, RotiSzint eco plus, Rth,)

mit dem Counter auf **C untersucht.

4.3.12 Elektronenmikroskopie
(in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med. W. Kummer vom Institut fur Anatomie

und Zytobiologie der JLU Giessen).

Die vitalen Zellen wurden mit Hilfe des TrypanBlau Tests im Haemozytometer
ausgezahlt, in 6-Wells Platten zu je 20 000 Zellen pro Well ausgesat und bis zur
Adherenz bei 37°C, 5% CO;, im Brutschrank inkubiert.

Danach wurden se fiur 24 Stunden be 37°C und 5% CQO in 6Wedl-
Microtiterplatten mit verschiedenen Konzentrationen (wie bel der LDH-
Bestimmung) der zu untersuchenden Substanzen, gelost im Kulturmedium,
inkubiert. Anschlief3end wurde das Medium entfernt und pro Well 200 ul von der
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GDA-(Glutardial dehyd)-L 6sung einpipettiert. So fixierte Proben wurden weiter im
Institut der Anatomie und Zellbiologie bearbeitet und von Prof. Kummer

el ektronenmikroskopi sch ausgewertet.

4.3.13 Zytoskelett-Anfarbung mit Antikor pern
(in Zusammenar beit mit Dr. med. A. Battmann vom Institut fir Pathologie der
JLU Giessen).

Die Zellen wurden auf denGlas Objekttrager (fur Zellkultur, Becton Dickinson,NJ,
USA) mit der Zelldichte 10x10% Kéammerchen (0,69 cm?)/ 750 ul Medium ausgesit
und Uber Nacht bei 37°C und 5 % CO-, bis zur Adhérenz inkubiert. Am néchten Tag
wurde das Medium durch ein frisches Mediun mit den verschiedenen
Konzentrationen von Malassezin ersetzt und bel 37°C und 5 % CQ Uber 4 Std.
inkubiert.

Danach wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden 2 mal 10 min mit dem
M edium gewaschen und anschlief3end in die Fixier Losung (250 pl pro Kammer) 2
Stunden bei RT im Dunkeln inkubiert. Die FixierL6sung bestand aus 2g
Picrinsaure, 40 ml 1% Glutaraldehydlosung gel6st in 1L 0,2M Phosphatpuffer pH
7,4.

Nach dieser Zeit wurde die L 6sung entfernt und die Kammer wurden 3 mal mit TBS
(Tris buffered saline) gewaschen. Das TBS bestand aus 56g Tris und 218,25 NaCl
gelost in 25 L Aq. dest. (pH=7,4) vor Gebrauch wurde mit Aqg. dest. 10-fach
verdunnt.

Anschlief3end wurden die Antikorper nach der Anleitung der herstellenden Firmen
in Antibody Diluent S2022 ©AKO, Denmark) verdinnt und jeweils 200 pl zu den
fixierten Zellen gegeben. Danach erfolgte eine Inkubation Gber Nacht im Dunkeln
bei —4°C.

Am néchsten Tag wurden die Kammern 3 mal mit TBS gewaschen, und bei den
Kammern mit eingesetzten polyklonalen Antiképern wurde der entsprechende
Zweit-Antikorper  dazugegeben, hier Anti Rabbit Immumoglobulin MO737
(Verdinnung 1:250), mit anschlief?ender 45-minutiger Inkubation bel RT. Die
restlichen Kammern wurden mit dem ErstAntikorper weiter inkubiert.

Die weiteren Etappen der Zytoskelett-Anfarbung wurden nach der Anleitung zum
Detection Kit APAAP Mouse K5000 (DAK O, Denmark) durchgefuhrt.
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Die Kammern wurden 3 mal mit TBS gewaschen und ein LINKAnNtibody anti

Mouse wurde in jede Kammer einpipettiert. Nach 30 min Inkubaton bei RT wurde
der Antikorper entfernt und die Kammern 3 mal mit TBS gewaschen. Danach
wurden jeweils 200 pl von APAAP Immunocytocomplex (DAKO Chemate™

K500, Denmark) einpipettiert. Nach 30 min I nkubation fol gte 3faches Waschen mit
TBS und anschlief?erd die Farbung mit einer Lésung nach Vorschrift. Die Losung
bestand aus fertigen Reagenzen: AR Substrat Puffer, Chromogen Red 1,Chromogen

Red 2, Chromogen Red 3 und Levamisol, und wurde nach der verwendeten
Objekttrageranzahl angesetzt. Es erfolgte eine 20min I nkubation im Dunkeln bel RT
und anschlieffendes Waschen (3 x) mit TBS.

Danach wurden die Kammern von den Objekttréger entfernt und die Objekttrager 2
min in Ha&maaunLdsung inkubiert (RT) und in lauwarmen Leitungswasser
gewaschen, bis sich der Farbstoff blau verfarbt hatte (ca. 4-5 min). Die Objekttrager
wurden nochmals kurz mit Aq. dest. gewaschen, dann eingedeckelt (DAKO
Glycerylgd) und mikroskopi sch ausgewertet.

Tabelle 14: In der Zytoskel ett-Anfarbung verwendete Antikorper

Antikor per Verdinnung | Angriffspunkt Her stellerbezeichnung
Melan A/ MART-1 [1:50 20-22 kDa Dublet|M 7196 DAKO, Clone
in MelanA |A103

MRNA-positiven
Melanomzellen

1A4, Smooth|1:100 ?-lsoform des|MO 851 DAKO, Clone
Muscle Actin zytoplasmatischen| A 14
Aktins der glatten
Muskul atur
Mouse Anti-Human| 1:200 ?- und ?-Aktin-|MO635DAKO
Actin, Muscle Actin | sotypen der
HHF35 glatten
Muskulatur ~ der
Skelett- und
Herzmuskul atur
Anti MyoD1/ 1:50 Epitop am C-|CLA 96/1 medac
Ende des MyoD1
Rhabdomyosarcoma Proteins (45 kDa)
Marker
TBS,

Negativkontrolle
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5. Ergebnisse

5.1 Einfluss sekundérer Tryptophan-Metaboliten auf M elanozyten

Um den Einfluss der Metabolite zu untersuchen, wurden priméare kultivierte
Melanozyten zunachst mit den Fraktionen der Gelfiltration inkubiert (siehe Kapitel
4.1.5, ,,Pigmentgewimung und Aufreinigund). Dazu wurden 100 Kulturplatten bis
zZur Gel chromatographie aufgearbeitet (siehe Kapitel 4.1.6,
»Saulenchromatographie’). Die erhaltenen sieben Fraktionen wurden jewelils
halbiert, beide Haften mittels Rotationsverdampfer eingeengt. De eine Hélfte
wurde weiterverarbeitet und die andere wurde zwecks Wiederholbarkeit der
Versuche bel -20°C gel agert.

Die zundchst in den Versuchen eingesetzten Proben wurden zur Entfernung
restlicher Losungsmittel sowie Restwasser mit einem Stickstoffstrombei 42°C fir
30 min getrocknet. Danach wurde das Gewicht jeder einzelnen Fraktion bestimmt
(Gewicht des Rohrchens mit Substanz/Fraktion minus Gewicht des leeren
Rohrchen):

Tabelle 15: Gewicht der Fraktionen
Fraktion Gewicht (g)

nicht bestimmt*
0,247
0,171
0,180
0,164
0,220
0,168

N o O A WOODN P

*Fraktion 1 wurde nicht eingesetzt, da keine Trocknung moglich (Geruch nach
Essigsaure und Ethylacetat auch nach 1Std. im Stickstoffstrom)

Jede Fraktion wurde jewells in 1 ml DM SO geldst.
Von jeder Frakti on wurde eine DC durchgefiihrt (Darstellung siehe Foto)
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Foto 6: DC-Platte mit den 7 Hauptfraktionen
(Kieselgdl 60; Toluol, Ethylformiat, Ameisensdure, 10:5:3).

Um den Einfluss dieser Fraktionen zu erkennen, wurde von jeder Fraktion ein
Aliquot (50; 25; 12,5; 6,25; 3; 1,5; 0,8 ul) der obigen Ldsungen mit 100 uL DM SO
verdinnt. Von den erhatenen Verdinnungen wurden jeweils 10 pl auf 2 ml MGM2
Medium zugesetzt und sorgféltig gemischt. Das so mit den Substanzen versetzte
Medium wurde steril filtriert und nach enem Mediumwechsel zur
Mel anozytenkultur eingesetzt.

Die Zellen wurden mit den Substanzen Uber Nacht inkubiert und dann mit dem
Auflichtmikroskop untersucht.

Dabel fanden sich ausgeprégte Verdnderungen der Melanozyten, und zwar
vorwiegend mit Fraktion 2 und 3. Dabel ist auf der DGAnayse zu erkennen, dass
sich die Fraktionen 2 und 3 in ihrer Zusammensetzung kaum unterschei den.

Die Veranderungen &usserten sich in norphologischen Veranderungen der Zellen:
statt des dendritischen Aufbaues fanden sich bipolare Zellen, in den hdchsten
Konzentrationen auch vadllig abgerundete Zellen. Diese Veranderungen waren bisin
die vierte Verdinnung zu erkennen, darunter fanden sich Zellen mit normaler

Morphologie.
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Foto 7: Kontrollzel len Foto 8: behandelte Zdllen

Um den beobachteten Effekt weiter zu spezifizieren, wurde Fraktion 2 mittels
préparativer DC weiter aufgetrennt. Es konnten 14 enzdne Banden/
Unterfraktionen gewonnen werden, die isoliert und wie im Methodenteill (siehe
Kapiteln 4.1.54.1.8, ,Pigmentgewinnung und Aufreinigund bis ,HPLCY)

beschrieben zur Gewinnung der Substanzen behandelt wurden.

Foto 9: DC-Platte der Unterfraktionen von der Hauptfraktion 2, (Kieselgel 60;

Toluol, Ethylformiat, Ameisensdure, 10:5:3).
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Im Einzel nen wurden folgende Fraktionen gewonnen:

Tabelle 16. Unterfraktionen der Hauptfraktion 2 nach der Auftrennung

66

DC-Unterfraktion Rf.- Wert Gewicht ()
Auftragungsort der DC bis,,Utes Violet” 0-0.64 0.085
LJutesViolet” 0.64 0.104
Zwischen ,Utes Violet® und ,Peters 0.65-0.2 0.137
Gelb®
.Peters Gelb" 0.213 0.065
»curry 11 0.262 0.166
von ,Curry I11“ bis,Blau* 0.362 0.158
»Blau* 0.383 0.056
»Marlenes Oliv* und ,,Smaragdgrun’ 0.384-0.425 0.190
_Ocker* 0.425-0.44 0.111
zwischen ,,Ocke“ und ,, Oberes Orange* 0.44-0.475 0.122
,Oberes Orange* 0.475 0.161
zwischen ,Oberes Orange und 0.476-0,496 0.121
~unteresLilablalf
LunteresLilablau’ 0.496 0.143
» Falsches oberes Orangée" 0.581 0.014

0.617 0.017

,Oberes Lilablalf

Auf diese Wei se wurde die gesamte Fraktion 2 aufgetrennt erhalten.

Da sich die relativen Anteile wie in der urspringlich untersuchten Gesamtfraktion
verhalten, wurden die erhatenen Unterfraktionen alle in 100 pl DM SO gel 6st und
eine Verdiinnungsrei he wie oben angegeben, durchgefihrt.

Die mit den steril filtrierten Verdiinnungen versetzten Zellen wurden jetzt stindlich

auf Veranderungen hin untersucht.
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Nach 4 Stunden konnten stark ausgeprégte Veranderungen wie oben gefunden
werden in Zdlen, die mit den Unterfraktionen ,Marlenes Oliv¢ (MO),
»Smaragdgrun® (SG) und ,,Ocke* (O) behandelt wurden (Rf-Wert von 0,384-0,44).
Diese Banden lagen bereits in mittels pr@arativer HPLC aufgetrennter Form vor
(Gradient 0-100% Acetonitril, Rest Wasser, 180 Fraktionen tber 180 min), sodass
hier ausgewahite Hauptfraktionen in der Zellkultur auf Aktivitat gepruft werden
konnten.

Im Einzel nen wurden folgende Komponenten der aufjetrennten Gesamtbanden (mit
Angabe der zugehdrigen, vereinigten Fraktionen nach praparativer HPLC)
untersucht:

06 (80-88)

MO6 (111-118)

SG8 (121-148)

G2 (55-62)

MO10 (141-170).

Die Auswahl der Stoffe erfolgte danach, dass darin ein moglichst , breites’
Soektrum an Komponenten (bezuglich Lipophilie) enthalten war (sieheHPLC-
Laufe).

Mit den funf ausgewahlten HPLGFraktionen wurden, nach oben beschriebenem

Vorgehen, Verdinnungsre hen hergestellt und in der M elanozyten-K ultur tGber prift.

Innerhalb von 4 Stunden zeigten sich die bewussten Verdnderungen in der
Zellmorphologie bei06 und SG2 in den ersten 4 Verdinnungs-Stufen.

Die Fraktion O6 wurde im folgenden weiter untersucht, da von ihr noch 10 mg zur
Verfligung standen. SG2 lag nicht mehr in vorgetrennter Form vor. Da ,,0‘ und
,SG" sch im Rf-Wert (dehe Tabelle 16) und der Zusammensetzung nicht

wesentlich unterscheiden, wurde lediglich O6 weiter aufgereinigt.

Tabelle 17 (n&chste Seite) : Die funf ausgewdahlten HPL G Fraktionen (HPLC-Lauf
und die Wirkung auf die Zellen).
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Analytischer HPLC-L auf Wir kung auf M elanozyten
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Die Fraktion O6 wurde mittels préparativer HPLC (gespreizter Gradient von 40-
70% Acetonitril, sonstige Bedingungen unverandert)in weitere acht Unterfraktionen
aufgetrennt (mit Angabe der zugehdrigen, vereinigten Fraktionen aus der
pré&parativen HPL C):

061 (10-12)

062 (13-40)

063 (41-46)

064 (47-52)

065 (53-59)

066 (60-64).

Von den Fraktionen 061-066 wurden jeweils 0.5 mg in 100 uL DM SO gel6st und

damit wurde weiter verfahren wie oben beschrieben. Die morphologischen
Veranderungen traten jetzt nur noch in Fraktion O64 auf. Diese Substanz war laut
analytischer HPL C weitgehend einheitlich. Ein Aliquot (1 mg) der Fraktion wurde
nach Munchen zur Strukturaufklarung geschickt. Die Substanz erwies sich
bemerkenswerterweise as das kirzlich in diesem Projekt estmals isolierte und

synthetisierte  Malassezin  [2(1H-indol-3-ylmethyl)1H-indole3-carbal dehyde]

(172).

Tabelle 18 (nachste Seite) : HPL C-Unterfraktionen der Fraktion O6 (HPLC-Laufe
und die Wirkung auf die Zellen).
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M alassezin - [2-(1H-indol-3-ylmethyl)-1H-indole-3-car bal dehyde]

CigH14N0
MW 274.32

7
N
H

Bel Maassezin handelt es sich um einen farblosen Festkérper mit 2,3verknipfter

BisindolylmethanStruktur und Aldehydgruppe, welcher bisher ausschliesdich in

Kulturen von Mal assezia furfur nachgewiesen werden konnte (171).

5.2 Vitalitat
Trypan-Blau Test und MTT -Test

Die Vitdita der Zellen wurde wie im Kapitel 4.3.2.1 (Trypan-BlauTest*) und

4322 (,MTT-Tet*) beschrieben, bestimmt. Im TrypanBlau-Test wurden die

dunkel-blau angeférbten Zellen im Hamozytometer ausgezahlt. Im MTTTest

erfolgte eine spektrophotometrische Messung der Absorption. Die Zellen wurden
mit verschiedenen K onzentrationen von Mal assezin 24 Std. inkubiert.

Es wurde ein konzentrationsabhangiger Einfluss von M aassezin auf die Vitalitat der
M elanozyten beobachtet. Mit der aufsteigenden Konzentration dieses Stoffes stieg
der prozentuale Anteil an avitalen Zellen. Dabei wurde auch ansteigende Zahl der
abgelosten Zellen im Lichtmikroskop gefunden. Bel den drei hochsten
Konzentrationen (248; 124; 50 puM) waren dle Zellen dogeltst, bei der

Konzentration 25 uM war eine fast vollige Adhérenz zu sehen. Bel den mit weiteren
kleineren Konzentrationen behandelten Zellen wurde vollstdndige Adhérenz
beobachtet. Ahnliche Ergebnisse lieferte der MT FTest.

Die folgende Abbildung (ndchse Seite) zeigt die Ergebnisse der durchgefiihrten

Farbung.
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Abbildung 5: Vitditét (%) bestimmt mittels TrypanBlau (n=2, LD5o=25 uM) und
MTT-Test (n=7, LD ca. 10 uM).
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5.3 Bestimmung der Proliferation (MTT-Test)

Die Zellen wurden wie oben behandelt, alerdings tUber einen Zeitraum von 4 Tagen.

Die Ergebnisse zeigt folgende Abbildung

Abbildung 6: Bestimmung der Proliferation (MTTFTest, n=8, ED s, ca. 10 uM)
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5.4 Differenzierung der Apoptose und Nekrose mittels FACScan

Dargestellt ist der bei der entsprechenden K onzentration von Mal assezin auftretende

Anteil an normalen, apoptoti schen sowie nekrotischen Zellen.

Abbildung 7: Grafische Darstellung der FACScarrAnaylyse

120

100

80
60

% von Zellen

40

20

0 . . . .
0 0105 1 2 4 6 25 50 124 248

Konzentration von Malassezin (uMol)

=—4—nnekrotische Zellen apoptotische Zellen =—#=unveranderte Zellen

rop sumpacd -
= IS =

Die folgenden Histogramme zeigen die Zellverteilung der unbehandelten Zellen (1)
und der mit 50 uM (2) sowie mit 248 uM Malassezin (3) behandelten Zellen.

1) unbehandelte Zellen  2) Apoptose 3) Nekrose
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5.5 Enzymatische Differenzierung der Apgtose durch Caspasen

Die Zelen wurden 2, 4 und 6 Stunden mit 3 verschiedenen Konzentrationen von
Mal assezin behandelt (25; 6; 4 uM).
Bei der Western-Blot-Analyse wurden die Antikorper gegen Caspase 8 und 9

eingesetzt.

Nach 2 Std. konnten keine Veranderungen in der Western-Blot-Anayse gefunden

werden, sowohl bei den Proben mit eingesetztem Antikorper gegen die Caspase 8
als auch gegen die Caspase 9. Sie wurden sichtbar nach 4 und 6 Stunden, und
blieben konstant. Die Verénderungen bezogen sich aber nur aff die Proben mit

eingesetztem Antikorper gegen die Caspase 9.

Dabei wurde eine konzentrati onsabhangige und kontinuierliche Reaktion mit dem
Antikorper gegen die Caspase 9 visuaisiert.

Bei den anderen Proben wurde keine Reaktion mit dem Antikorper gesehan.

Die Ergebnisse der Western-Blot-Anayse mit dem Antikorper gegen die Caspase 9
zeigt Abbildung 8.

Abbildung 8 Ergebnisse von Western-Blot

46,5 kDa
37 kDa

Caspase-9
35,4 kDa

K-Kontrolle/unbehandelte Zellen

1- Zellen behandelt mit 4 uM Malassezin
2- Zellen behandelt mit 6 UM Malassezin
3- Zellen behandelt mit 25 uM M alassezin
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5.6 ,,Hochst - Farbung® (Féarbung mit HOE 33342)
Die Zellen wurden mit 25 uM Malassezin Uber 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 1Q 12, 14,18 Std.
behandelt. Nach der entsprechenden Inkubationszeit erfolgte die, Hochst-Farbung*

und die mikroskopische Auswertung der Ergebnisse.

Foto 10: unbehandelte Zellen

Foto 11: behandelte Zellen, nach 2 Std., keine wesentlichen Veranderungen im

Zellkern
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Foto 12: behandelte Zellen, nach 4 Std., Erscheinung von,, apoptotic bodi es*

Foto 13: behandelte Zellen, nach 5 Std.;

mehrere Zellkerne mit,,apoptotic bodies’, sichtbare Veranderungen im Zellkern

Foto 14: behanddte Zdlen, nach 11 Std., Zdellkernreste
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5.7, Comet Assay“ (singlecell gel elektrophoress assay)
Die Zellen wurden 6 Std. mit 25 und 6 uM Malassezin behandelt.
Foto 15: unbehandelte Zellen

Foto 16: behandelte Zellen (6 UM Mal assezin)

Foto 17: behandelte Zellen (25 uM Mal assezin)
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5.8 LDH-Freisetzung (L actat-Dehydr ogenase-Assay)

Abbildung 9: Ergebnisse der LDH-Freisetzung (n=4, LDs ca. 3,4 uM)
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5.9 Rever sbilitat der Veranderungen

Die Zdllen, die zuerst mit verschiedenen Konzentrationen von Malasezin behandelt
waren, wurden dann mit frischem Medium versetzt und Uber den Zétraum von 3
Wochen beobachtet. Es wurde keine Reversibilitét der Veranderungen beobachtet

(Konfluenz, Vitalitét, Proliferation).

5.10 Einfluss des verwendeten L 6sungsmittels DM SO auf die Parameter

Um einen Einfluss des verwendeten Ldsungsmittels DM SO aszuschliessen, wurden
konzentrationsabhangig die Einflusse auf die verwendeten Parameter untersucht.
Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 1613 dargestellt. Fazit: In den Versuchen

wurde maximal 05 pl af 2 ml Medium verwendet. In diesem

Konzentrationsbereich ist kein Einfluss des DM SO zu erkennen.
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5.10.1 Vitalitat mittels Trypan-Blau- und MTT- Tests

Abbildung 10: Einflussvon DM SO auf die Vitalitdt der Melanozyten
(n=2 bei Trypan-Blau und n=5 bei MTT-Test).
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5.10.2 Prolifer ation mittelsMTT- Tests

Abbildung 11: Einfluss von DMSO auf die Proliferation der Melanozyten (n=8)
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5.10.3 Apoptotische und nekrotischeWirkung mittels FACS

Abbildung 12: Einfluss von DMSO auf die apoptotischen und né&rotischen

Veranderungen der Melanozyten
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Der Antell der Zellen mit apoptotischen bzw. nekrotischen Veranderungen fallt

zusammen und ist vernachlassigbar gering.

5.10.4 LDH Freisetzung (L actat-Dehydr ogenase- Assay)

Abbildung 13: Einfluss von DMSO auf die LDH-Freisetzung (n=4)
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5.11 M elaninbestimmung mittels Einbau von 14C-(U) Tyrosin

Abbildung 14: Ergebnisse der Melaninbestimmung mittels Einbau von *C-(U)
Tyrosin (n=3)
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Dargestellt ist die radioaktive Markierung der lysierten und Uber eine ZetaProbe-
Membran filtrierten Zellen (DotBlot-Technik). Es fand sch eine
konzentrationsabhangige Reduktion der Einbaurate des Tyrosins, bei Kojic acid
deutlicher ausgeprégt alsbel M al assezin.

5.12 Elektronenmikroskopie

Kontrollzellen (Fotos 18-21)

Die adharent wachsenden Kontrollzellen der Melanozyten sind von unregelmaldiger
Gedgtalt mit sehr langen Zelaudéaufern. An der Oberflache sind teils keine
Filopodien zu sehen. Die Zelen enthalten die Ublichen Organellen, besonders
auffallend sind die zahlreich anzutreffenden Melanosomen. Diese Melanosomen
konzentrieren sich teils in den eben beschriebenen Zdlfortséizen. In
Tangentialschnitten lassen sich in flach ausgezogenen Randereichen der Zellen

haufig auffallende zytoskel ettdre Filamentbiindeln vorwiegend radidrer Anordnung

antreffen.
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Fotos 18-21 Elektronenmikroskopie von unbehandelten Zellen

Behandelte Zellen (Fotos 22-25)

Die Zellen snd kugelig abgerundet. Filamentbindel wie bei den adhéarenten
Kontrollen sind nicht mehr zu erkennen. Die Zellen zeigen generelle Zeichen der
Zellschadigung, ein nicht unerheblicher Teil ist vollstandig lysiert. Durchgehendes
Merkmal ist eine Vakuolisierung der Zellen, die teils maiig bis dezent, teils aulerst
augepragt sein kann. Charakteristika der Apoptose sind kaum zu erkennen. Teils ist
einzelnes blebbing an der Zelkontrollflache zu erkennen, weitere Apoptose
spezifische Merkmale alerdings kam. Der Zellkern zeigt zwar durchaus
Verdnderungen, darunter auch teillweise Chromatinkondensierung, diese zeigt
jedoch nicht das bekannte homogene Muster oder auch ene entsprechende
Anreichung am Rande des Zellkerns. Auch die ausgeprégte Vakuolisierung spicht
nicht fur eine Apoptose. Melanosomen sind zwar teils zu erkennen, scheinen
insgesamt aber seltener vorhanden zu sein, as in den gesehenen Kontrollzellen,

ohne dies jedoch quantifiziert zu haben.

Fotos 23-26 El ektronenmikroskopie von behandelten Zellen
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5.13 Zytoskelett-Anfarbung mit Antikor pern

Abbildung 15 néchste Seite : Ergebnisse der Zytoskelett-Anfarbung Vergroferung

400x, Querformat!

Dargestel It sind die Ergebnisse der Anfarbung mit den entsprechendn Antikdrpern
(sehe Legende rechts) sowie der Einfluss verschiedener Konzentrationen von
Malassezin (siehe Legende unten). Hauptkriterium ist die Anféarbung mit dem

Antikorper, wesha b auf eine gréssere Darstel lung verzichtet wurde.

Ergebnisse:

Es fol gt eine kurze Beschreibung der erhaltenen Farbungen:

Aktin:
Es findet sich eine deutliche konzentrationsabhangige Abnahme der Farbereaktion
mit dem Antikérper HAF 35, wobel eine teils punktformige, eine teils flachenhafte

zytoplasmatische Anférbung vorlieg.

1A 4
Hier findet sich eine konzentrationsunabhangige und kontinuerliche Reaktion mit

dem 1A 4-Antikorper mit kréftiger flachenhafter zytopl asmatischer Anférbung

Melan A:

Hier findet sich ebenfalls (wie bel 1 A 4) eine konzentrationsunabhangige und
kontinuierliche Reaktion mit dem Melan AAntikbrper mit teils kréftiger
zytoplasmatischer, teils schwacher punktférmiger Reaktion (nur bei grofRerer

Auflésung zu sehen)

MyoD1.
Hier findet sich eine kaum sichtbare, sehr schwache punktférmige zytopl asmatische
Farbung.



86

Ergebnisse

(72}
M
o

V UC[PIAl

T o'y

-

NN GE'E




Ergebnisse

5.14 Tabellarische Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Tabellen zu Abbildung 5

Tabelle: Vitalitét (%) im Trypan-Blau-Test

87

Konzentration von Malassezin (uM) Wert1 (%) 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
Tabelle: Vitalitét (%) im MTT-Test
Konzentration von
Malassezin (uM) |Wert 1 (Wert 2 Wert3 Wert4|Wert 5 Wert6 Wert7| Mwt. Stabw.
0 99,7 [ 98,3 994 974 99 1016 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 95 114 113 985 107 103,8 7,632
4 90 | 93,4 89 93,8 90 93,3 83,6 | 90,13 3,593
6 573 | 59,1 62,6 652 | 593 59,1 569 | 59,63 2,966
25 138 | 16,2 14,5 15,1 | 15,3 152 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
Tabelle zu Abbildung 6: Bestimmung der Poliferation (MTT-Test)
Malassezin| Wert | Wert | Wert | Wert | Wert |Wert | Wert | Wert
(UM) 1 2 3 4 5 6 7 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 11,034 1,063 1,003 11,185 [1,194 [, 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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Tabelle zu Abbildung 7: Die Zusammenstellung der Ergebnisse von FACScan
Analyse mit Maassezin
Konzentration von Malassezin
(uM) Nekrose (%) | Gesunde Zellen (%) | 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
Tabelle zu Abbildung 9: Ergebnisse der LDH Freisetzung mit Mal assezin
Malassezin (UM)| Wertl (Wert2 (Wert3 [Wert4 | Mwit. 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
15 0,264 0,234 0,217 |0,277 | 0,248 0,02741046
2 0,412 |0,365 |0406 |0,357 | 0,385 0,0280119
2,5 0,468 |0506 | 047 |0501 [0,48625 | 0,02003954
3 0,517 |0546 |0508 |0525 | 0,524 0,01622755
4 0,591 |0,629 |0,603 |0589 | 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
10 092 (0,799 [0931 |0874 | 0,881 0,05998333
14 099 (089 (094 |0974 | 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 0989 | 1,07 1,128 | 1,19 |[1,09425 | 0,08558183
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Tabellen zu Abbildung 10: Einfluss vonDMSO auf die Vitalitdt der Melanozyten

Tabelle: Vitalitét (%) im Trypan-Blau-Test

Anteilan DMSO im
Medium (uL/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 93 193
20 86 94 90 1,78
Tabelle: Vitaitat (%) imMTT-Test
Anteil an DMSO im
Medium (uL/2ml) Wertl | Wert2 | Wert 3 | Wert4 | Wert 5 Mwit. 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 1025 1011 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
Tabelle zu Abbildung 11: MTT-Test mit DMSO
Anteil an DMSO
(uL/2 ml Medium)| Wertl [ 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 |1 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 {0825] 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

Tabelle zu Abbildung 12: Die Zusammenstellung der Ergebni sse von FACSca

Anayse mit DMSO

Antell an DMSO nekrotische Zellen | unveranderte Zellen | apoptotische Zellen
(/2 ml M edium) (%) (%) (%)
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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Tabelle zu Abbildung 13: Ergebnisse der L DH-Frei setzung mit DM SO
Antell an DMSO
(pl/2ml Medium) Wert 1 |Wert2 | Wert3 | Wert 4 Mwit. 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 10,215 | 0,209 0,256 0,2285 0,021
Noni det 0,989 | 1,07 1,128 1,19 1,09425 | 0,086

Tabellen zu Abbildung 14: M el aninbestimmung mittels Einbau vor*C-(U) Tyrosin
unter Einfluss von Mal a&sezin

K onzentration von Malassezin
(M) Wertl |Wert2 | Wert 3 Mwt. Stabw
0 6586,66 [7181,06 |[7680,79 ¥149,50333 |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 b 69,078602
2,6 1438,88 [1713,64 [1828,52 [1660,34667 |200,212305
4 1380,89 (1262,63 ([1334,93 | 995,625 §£9,6168869
Konzentration von Kojic
Acid (uUM) Wertl | Wert2 ~ 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 235749 2017,88 538,28748
10 1749,52 |1707,78 1283,14 1580,1467 | 258,06061
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6. Diskussion

Pityriasis versicolor ist eine der haufigsten Mykosen der menschlichen Haut. Ihre
Besonderheit besteht in Hypo und Hyperpigmentierungen, die fir die Patienten ein
groflies kosmeti sches Problem darstell en.

Diese Depigmentierungen werden insbe®ndere bei Belichtung deutlich, bei der die
Umgebung normale Pigmentierung zeigt; die Herde neigen allerdings nicht zu
vermehrten Sonnenbranden (146).

Wie in der Einleitung beschrieben, existieren eine ganze Rethe von Theorien zum
M echanismus der Depigmentierungen, die aber all e entweder nicht haltbar sind oder
nur Teilaspekte berlicks chtigen.

In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals der Versuch unternommen werden, den
von Mayser et a. (112) neu entdeckten Tryptophan-Stoffwechselweg in Malassezia

furfur, be dem ene Vielzahl von Fluorochromen und Pigmenten, allesamt
Indolderivate, entstehen, auf eine mogliche Beenflussung von humanen
M elanozyten zu untersuchen. Bisher konnte einpotenter Lichtschutz (110) sowie ein

geb-grun fluoreszierendes Lacton (111) isoliert werden, die beide fur die geringe
UV-Empfindlichkeit der L&si onen verantwortlich sein konnten, im Falle des Lactons
auch fur die differentialdiagnostisch wichtige Fluoreszenz der Lasionen im UV

Licht. Die aus MalasseziaKulturen isolierten Pityiarubine sowie das
Pityriaanhydrid stellen Verwandte des Arcyriarubins (Bid ndolylmaleinimid) dar,

eines potenten Proteinkinase G-Inhibitors, und kdnnten mit der gering ausgepragten

inflammatorischen Reaktion in PMHerden assoziiert werden (93). Der Rohextrakt

weist tyrosinaseinhibitorische Eigenschaften auf (159. In  wetergehenden

Untersuchungen konnte eine Hemmwirkung auf die DopaAnfarbung von

Melanozyten in humaner Haut (Modell fir die Melanogenese) gefunden und auf
zwei bisher unbekannte Indolderivae zurtickgef tihrt werden (40). Insgesamt ergibt

sich der Eindruck, dass der neu entdeckte Stoffwechsedlweg eng mit den

Pathomechanismen der Erkrankung zu korrelieren scheint. Deshalb wurden in der
vorliegenden Arbeit humane Melanozyten in Kultur den gesamtenProdukten des

Tryptophan-Metabolismus von Malassezia furfur ausgesetzt, um maogliche selektive
Einwirkungen in Erfahrung zu bringen.

Nach Behandlung mit dem Rohextrakt aus Kulturen von M. furfur konnten

schadigende Einflisse auf die kultivierten Zellen beobchtet werden. Die
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Verénderungen ausserten sich in der Morphologie der Zellen: statt des dendritischen
Aufbaues fanden sich bipolare Zellen, in den héchsten Konzentrationen auch vollig
abgerundete Zellen.

Da der Rohextrakt viele unbekannte Stoffe beinhal&t, wurde er in Unterfraktionen

getrennt mit dem Ziel, die die Verdnderungen audodsenden Verbindungen zu
isolieren und zu identifizieren. Die gefundenen Veranderungen liessen sich durch
das Verfahren auf eine Verbindung zurtickfihren. Die Strukturaufklérungerfolgtein

Minchen  mittels 1H- und 13C-NMR (600MHz),  hochauflosender

Massenspektroskopie (HRMS) sowie FT-IR-Spektroskopie anayset. Zur

Aufnahme geeigneter Massenspektren standen verschiedene lonisationsmethoden
zur Verfigung (El, ESI, FAB und CI). Die Substanz konnte als das schon bekannte

Malassezin charakterisert werden. Sie weist Eigenschaften eines potenten Ah

Rezeptoragoni sten auf (171).

Da die Substanz bereits chemischsynthetisch zugénglich war (171), wurde das
Syntheseprodukt in den Zelkulturexperimenten eingesetzt. Dabel zeigte sich
beziglich der wirksamen Konzentrationen und der morphologischen
Zellveranderungen kein Unterschied zur nattirlichen Substanz, sodass diese in den
welteren Untersuchungen eingesetzt wurde. Zunéchst wurde der Einflus auf die

Vitalitdét und Proliferation der Melanozyten untersucht. Die mit verschiedenen
Konzentrationen behandelten Zellen wurden mittels TryparBlau Farbung

untersucht. Dabel ergab sich bel den mit den hoéchsten Konzentrationen von
Malassezin behandelten Zllen, dass die Mehrzahl avita war. Mit abstelgender

Konzentration von Maassezin nahm die Zahl der vitalen Zellen zu. Die avitalen
Zellen waren leicht zu erkennen, in dem sie ihre Adhérenz verloren hatten und
abgerundet waren. Ahnliche Ergebnisse liefere die Proliferationsrate, die mit der

ansteigenden Zahl der avitalen Zellen sank. Bei den anderen, niedrigeren
Konzentrationen von Maassezin mit geringem Einfluss auf die Vitalitat fand sich
auch ein geringgradiger Einfluss auf die Proliferation der Zella.

Um eine mdgliche Reversibilitét dieser Veranderungen nachzuweisen, wurde das
Medium mit der zutestenden Substanz durch das MGM2Medium ersetzt und die

Zellen wurden 3 Wochen lang beobachtet. Die nicht adhérenten Zellen wurden
zuerst zentrifugiert und danach ins frische Medium Uberfihrt. Bei den mit den
hochsten Konzentrationen behandelten Zellen, die in der Mehrzahl avital waren,

konnte keine Reversibilitdt beobachtet werden. Die Zellen wurden trotz langer



Diskussion 93

Inkubationszeit mit frischem Medium nicht adharet und haben auch nicht
proliferiert. Bei den adhérenten Zellen verlief dasweitere Wachstum fast gleich wie
bei den Kontrollzellen.

Die mit Malassezin gefundenen Verdnderungen der Zellen entsprechen den
Patientenbefunden der Arbeitsgruppe um Breathnach (1), die ausgeprégte
Veranderungen der M elanozyten bis hin zu deren Untergang fand.

Ahnliche Aussagen liefern die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der mit
Mal assezin behandelten Zellen. Die Zellen sind kugelig abgerundet. Filamentbindel
wie bel den adhdrenten Zellen sind nicht mehr zu erkennen. Die Zellen zeigen
generelle Zeichen der Zellschadigung, ein nicht unerheblicher Teil ist vollstandig
lysiert. Durchgehendes Merkmal ist eine Vakuolosierung der Zellen, dieteills maldig
bis dezent, teils aul3erst augepragt ist. Charakteristika der Apoptose sind kaum zu
erkennen, aber auch nicht abzulehnen. Teils ist einzel nes blebbing an der Zellflache
zu erkennen, weitere Apoptose-spezifische Merkmal e alerdings kaum. Der Zellkern
zeigte zwar  durchaus  Veranderungen, darunter auch  tellwese
Chromatinkondensierung, diese zeigt jedoch nicht das bekannte homogene Muster
oder auch e ne entsprechende Anreichung am Rande des Zellkerns.

Auch die ausgeprégte Vak uolisierung spricht nicht fir eine Apoptose. Melanosomen
sind zwar teils zu erkennen, scheinen insgesamt aber seltener vorhanden zu sein, als
in den gesehenen Kontrollzellen, ohne dies jedoch quantifiziert zu haben.

Es ist sehr schwierig, eine Aussage beziiglich der apoptotischen und nekrotischen
Erscheinungen durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der in vitro
kultivierten Zellen zu treffen.

Dies konnte die Ursache darin haben, dass in der Zellkultur der spdten Apoptose
wegen nicht vorhandener phagozytierender Zellen zwangdéaufig auch der
Membranzusammentruch folgt, was auch a's,, sekundére Nekrose" bezeichnet wird.
Eine gemeinsame Erscheinung ist die DNAFragmentierung, die bel der Apoptose
gerichtet geschieht, bel der Nekrose hingegen durch freigesetzte lytische Enzyme
zufallig erfolgt. Daran wird das Pradblem deutlich, in der Zelkultur zwischen
nekrotischen und spatapoptotischen Zellen zu differenzieren. Ein weiteres Problem
ist das Auftreten atypischer Apoptosen, bei denen ein oder mehrere Charakteristika
fehlen konnen.

Aus diesen Grunden wurden in diegr Arbeit mehrere unterschiedliche

apoptosespezifische Nachwei smethoden durchgef thrt.
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Um die Anwesenheit der apoptotischen Veranderungen in den behandelten Zellen
schtbar darzustellen, wurden dafir geeignete und spezifische Methoden
angewendet: die sogenannte Hochst-Farbung (der Name kommt von der Fa. Hochst,
die den Farbstoff herstellte) und der Comet Assay (Apoptosis Detection Kits R& D
Systemg/single cell gel elektrophoresis assay ) basieren auf der Zellkernanfarbung.
Bei der Hochst-Farbung wird ein Bidenzimid Farbstoff eingesetzt, eine Substanz,
die an adenin und thymidinreiche Sequenzen bindet und somit spezifisch den
Zellkern anférbt. Der Farbstoff besitzt die Eigenschaft, bei Anregung mit Licht der
Wellenlange von 360 nm blau zu fluoreszieren. BeimComet Assay wird die DNA
an geschadigten Stellen hydrolysiert und denaturiert. Die danach folgende
Elektrophorese induziert die Migration der denaturierten und gespatenen DNA:
Fragmente aus einer geschadigten Zelle unter dem Einfluss des el ektrischen Feles.
Die unbetroffenen, spiraigen Fragmente der DNA bleiben in der Zelle. Die
schleifenf 6rmigen DNAFragmente, die aus der Zelle auswandern, konnen auf diese
Weise unter eéinem Fluoreszenzmikroskop visuaisiert werden. Sie erinnern in ihrer
Form an den Schweif eines Kometen, der im Fluoreszenzmikroskop auf schwarzem
Hintergrund grunlich fluoresziert. In beiden Untersuchungen zeigten sich typische
apoptotische Veranderungen der mit Mal assezin behandelten Zellen.

Bei der Hochst-Farbung wurden die zell und kernmorphologischen Veranderungen
wahrend der Apoptose beobachtet. Die Zell-Zell- und Zell-Matrix-K ontakte wurden
geringer, wobel sich die Zellen abrundeten. Nach 4stindiger Inkubation mit
Malassezin wurden sogar typische apoptotische Koérperchen- sog. ,apoptotic
bodies’ beobachtet, die Folge der Abschnirungen der Zellmembran sind. Diese
Ergebnisse entsprechen den in der Literatur beschriebenen apoptotischen
Verénderungen (Verlust der Zell-Zell- und Zell-Membran-Kontakte von Bortner, 23
und ,,apoptotic bodies* von Holmgren, 75).

Bei dem Comet Assay wurden typische kometenschwei fahnliche Farbungen durch
auswanderte DNA-Fragmente beobachtet. Da die beiden Methoden eher zur
qualitativen Detektion der apoptotischen Erscheinungen als zu ihrer Quantifizierung
geeignet sind und die Apoptose als ein Prozess der auf vielen Ebenen gleichzeitig
verlauft, erfasst werden sollte, wurden weitere Untersuchungen durchgefihrt.

Zu den apoptosespezifischen Methoden gehdrt die AnnexirAnfarbung und
Auswertung der spezifisch gef&bten Zellen im Durchflul3zytometer.
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Die Apoptose wurde nicht nur bestétigt, sondern auch als dosisabhangige Reaktion
charakterisiert. Steigende MalassezinKonzentrationen fuhrten zur verstérken
Ausbildung apoptotischer Veranderungen, die schliessich bei den hochsten
Konzentrationen zur Nekrose der Zellen flhrten.

Die Ergebnisse, die im apoptotischen Konzentrationsbereich liegen, sind eindeutig.
Die Ergebnisse im nekrotischen Bereich weisen auf entweder die friher erwahnte
spate Apoptose- ,sekundare Nekrose” in der Zelkultur, die schon as Nekrose
detektiert wird oder aber auf eine primére Nekrose.

Zur weiteren Charakterisierung der Verénderungen dieser Frage konnte eine andere
apoptosespezifische Nachweismethode beitragen. Dabei handelt es sich um die
Anayse der enzymatischen apoptotischen Reaktionen, hier um die Aktivierung der
Cagpasen. Caspasen  snd Enzyme, die mit der komplexen
Signaltransduktionskaskade der Apoptose einhergehen. Dabei kdnnen die
Mechanismen der Apoptose Uber die extrinsische bzw. irtrinsische Signalkaskade
(,extrinsic’ oder ,intrinsic pathway‘) vermittelt ablaufen.

Bei der extrinsi schen A poptosekaskade handelt es sch um eine Rezeptorvermittelte
Reaktion, die durch die Todesrezeptoren (z.B. Fas-/TNFRezeptor) der Superfamilie
der TNF (tumor necrosis factor) und NGF (nerve growth factor) initiiert wird. Durch
spezifische Bindung ihrer spezifischen Liganden werden die Procaspasen 8 und 10
aktiviert.

Die intrinsschen Apoptosekaskade wird durch eine mitochondriale Dysfunktion
induziert. Wegen einer erhéhten Durchlassgkeit der Mitochondrienmembran wird
das Cytochrom c in das Zytosol freigesetzt. Das Cytochrom c rekrutiert Uber das
Adapterprotein Apaf-1 (Apoptosis protease actvating factor) die Procaspase 9 (131),
welche auf diese Weise &tiviert wird.

In dieser Arbeit wurden die Antikérper von Caspase 8 (der externe Weg der
Apoptose) und 9 (der interne Weg der Apoptose) eingesetzt.

Zuerst wurden die Proteine mittels der SDS-Gelelektrophorese getrennt und dann
durch die Western Blot-Anal yse nachgewiesen.

Dabei konnten die Abbauproteine von Caspase 9 eindeutig nachgewiesen werden,
sogar wird hier eine konzentrationsabhéngige Aktivierung sichtbar. Im Fall von
Caspase 8 wurden keine Abbauprodukte, die nach der Aktivierung entstehen,
beobachtet, sowohl nach einer kurzzeitigen (4 Stunden) as auch nach einer

langzeitiger (9 Stunden) I nkubation.
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Diese Ergebnisse sprechen fir den internen Apoptoseweg, der durch mitochondriale
Dysfunktion entstehen. Durch diese Untersuchung wurde die Apoptose as
allgemeine Reaktion in der Zelle auch auf enzymatischer Ebene bestétigt. Dabel
ergab sich, dass auch hier ein konzentrationsabhangiger Prozess abl &uft.

Neben der Apoptose konnen natirlich auch unspezifische Zellschadigungen
erfolgen. Diese wurden auch besttigt, und zwar mittels LDH-Test. Dabel wird die
durch toxische EinflGisse bedingte Freisetzung des zytoplasmatischen Enzyms LDH
gemessen al s Parameter flr eine toxische Zytolyse.

Die Toxizitdt von Malassezin ist dosisabhdngig und wird schon in den
Konzentrationen von 1 uM bestétigt. Dabel werden noch keine morphol ogischen
Veranderungen in der Zelle beobachtet. Diese Ergebnisse wirden die toxische
Theorie der Depigmentierung von Pityriasi s versicol or unterstiitzen.

Weitere wichtige Ergebnisse lieferte die M elani nbestimmung tber den Einbau von
¥C - markiertem Tyrosin. Es wurde eine konzentrationsabhangige Inhibition des
Einbaues gefunden, vergleichbar mit dem bekannten Tyrosinasenhibitor Koijc
acid, was auf eine gestorte Melaninsynthese hinweisen wirde. De Einbau von
radioaktivem Tyrosin ist parale zu den im LDHTest as toxisch gefundenen
Konzentrationen eingeschrankt, so dass die gefundene Hemmung der
Pigmentbildung eher auf toxische Effekte zurlckzufihren ist als auf eine
Hemmwirkung auf die Melaninsynthese. Frihere Befunde in vitro schliessen eine
Tyros nasee Hemmung durch Mal assezin jedenfall s aus (159).

Die Anférbung zytoskeletaer Elemente mittel immunhistochemischer Methoden
zeigte bei den AktinStrukturen eine deutliche Verminderung der anféarbaren
Elemente, und zwar bereits in Konzentrationen, bei denen die toxische LDH
Freisetzung noch minima war. Der Einfluss auf AktirStrukturen im Verlauf der
Apoptose wurde auch an anderen Zellen, z. B. an HL-60 Leukamie Zellen gezeigt
(167) und dort verantwortlich gemacht fur die morphologischen Zel lverénderungen,
sodass dieser Befund in das Gesamtbild passt, hier aber durch die funktionelle
Bedeutung der Aktin-Strukturen besonderes Gewicht erhdlt. Aktin-Strukturen sind
direkt am MelanosomenTraffic beteiligt (95), sodass sich durch die Verringerung
far die intra und interzelluléare Melaninweitergabe an K eratinozyten ein hemmender
Effekt ergeben konnte.

Aufschlussreich war auch die Anfarbung mit dem Antikorper MelarmA, der das

melanosomenspezifische Protein MART-1 in  Melanosomen sowie am
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endoplasmatischen Retikulum (89) erkennt. Hier war im Verlauf der
Konzentrationserh6hung von Malassezin keine Veranderung der Anférbbarkeit zu
erkennen, was darauf hinweist, dass die Synthese melanosomaler Strukturen nicht

beeintr&chtigt wird.

Die beobachtenden Wirkungen von Maassezin kénnten auf seine Eigenschaft als
Agonist des Arylhydrocarbon (AHR)}Rezeptors zuriickzufihren sein. Dem AHR

werden insbesondere Aufgaben bei der Regul ation des Fremdstoffwechsels der Zelle
zugeschrieben (149). Am besten untersucht ist seine Aktivierung durch
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (polychlorierte Dibenzgo-Dioxine,

Dibenzofurane, Biphenyle) sowie halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe
(Benzo(a)pyrene, Benzoflavone, aromatische Amine) mit der daraus resultierenden
Induktion von Cytochrom P450 (CY P1A1). Neben seiner Rolle bel xenobiotischen
Prozessen ist der AHR aber auch an der Kontrolle komplexer zelluldrer Programme
wie Zellwachstum, Zdltellung und Zelldifferenzierung kteiligt (82, 139). Dabei

scheinen AHR Agonisten sowohl zur Zellproliferation a s auch zur Apoptose fihren
zu konnen, welcher Weg unter welchen Bedingungen eingeschlagen wird, ist unklar
(139). Ob Melanozyten AHR-Rezeptoren aufweisen, ist bisher noch nicht

untersucht. Die vorliegende Arbeit hat erste Hinweise geliefert, dass solche
Wechselwirkungen bestehen konnten. Die durch Malassezin bedingten EinflUsse
passen sehr gut zu den bei der PV aba beobachteten Zel lveranderungen. Inwieweit
diese Verdnderungen in vivo durch die Metabolite verursacht werden, bedarf

allerdings noch eines direkten Nachweises. Dabei ist zu bedenken, dass did-&sionen

der PV meistens grol¥fléachig auftreten mit erheblicher Anhaufung von M. furfur
Hefen. Auf normaler unveranderter Haut wrd die Erregerzahl mit 10 000-50 000

Erreger/cm? angegeben. Bei der Pityriasis versicolor steigt die Zahl bis auf 450 000
Erreger/cm® (114, 172). Deshalb ist es durchaus denkbar, dass durch die grosse

Erregerzahl ausreichende Konzentrationen der Sekundarmeabolite vorliegen

konnten, um die Zelverdnderungen in der Haut auszuldsen, insbesondere bel
chronischen Verlaufen.

Diese Ergebnisse konnten auch einen neuen Hinweis bezlglich der spaten
Repigmentierung bel der behandelten Pityriasis versicolor liefern. B konnte

vermutet werden, dass die Repigmentierung dann moglich wird, wenn der von

Maassezia furfur  produzierte Stoff nur noch in entsprechend geringer
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Konzentration auf der Haut vorhanden wére, die ein weiteres Wachstum und weitere
Proliferation der M elanozyten nicht behindert.

Weiterhin muss geklart werden, ob die beobachteten Effekte fir Melanozyten
spezifisch sind, oder ob auch Keratinozyten von den entsprechenden Effekten
betroffen sind. Erste Befunde weisen darauf hin (Baron, M. Aachen,
unveroffentiicht). Es koénnte aber durchaus eine besondere Empfindlichkeit der
Melanozyten im Vergleich zu anderen Zellen gegenuber Malassezin vorliegen, wie
im Fall e anderer, apoptose-aud 6sender Agentien (z. B. Daunomycin, 45).

Aus den gewonnen Befunden ergibt sicheine toxische Wirkung des M al assezins auf
die humanen Melanozyten, die morphologische Verédnderungen der Zellen und
verminderte Melaninsynthese und einen gestérten Mel anintransport verursacht und

Zu einem programmierten Zel ltod fuhrt.

Insgesamt ergibt sich zum einen ein interessantes und neues Model fur die
Pathogenese der mit der Pityriass versicolor einhergehenden Depigmentierungen,
aber auch moglicherweise ein Ansatzpunkt flr eine spezifische Therapie maligner
Melanome.

Die eingangs gestel lten Fragen snd daher wie folgt zu beantworten:

1. Screeninguntersuchungen zeigten Effekte von Metaboliten des Tryptophan
Stoffwechsel s von Malassezia furfur auf kultivierte humane Melanozyten

2. Durch sukzessve Aufreinigung konnten die beobachteten Wirkungen
insbesondere dem Malassezin zugeschrieben werden, einem im Trpytophan
Metabolismus von Malasseza furfur nachweisbaren Agonisten des
Arylhydrocarbonrezeptors mit offenkettiger Struktur. Die Effekte sind
dosisabhangig und umfassen eine Beeinflussung von Vitalitdt (Trypn-Blau,
MTT-Test) und Proliferation sowie Induktion von Apoptose (ab 0,5 pM) und
Nekrose (ab 50 uM). Auch die Melaninsynthese wird gehemmt, dies aber
moglicherweise als Ausdruck einer allgemeinen Zellschadigung, da Malassezin
kei nen spezifischen Tyrosinae-Inhibitor darstel It.

3. Die beobachteten Verédnderungen konnten dosisabhéngig as apoptotisch
charakterisert werden, was als spezifische, AHRvermittelte Wirkung des
Malassezins verstanden werden kann, da &hnliche Erscheinungen bereits in

Hepatomzellen (HepG2) unter dem Einfluss der bekannten AHRAgonisten
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Benzo[a] pyren-7,8-dihydrodiol und dessen- 9,10-epoxid beschrieben wurden
(35). Damit ergeben sich erstmals Hinweise auf eine AHRvermittelte Reaktion
von Melanozyten im Sinne der Apoptose.

Die beobachteten pharmakologischen Wirkungen von Malassezin auf humane
Melanozyten konnten somit die Pathogenese der mit der Pityriasis versicolor
einhergehenden Depigmentierungen erkléren. Hierbel ist zu bedenken, dass im
Tryptophan-abhéangigen  Sekundarmetabolismus von M. furfur weitere

Substanzen zu vermuten sind, die synergistisch wirken kdnnten. Untersuchungen
an humanen Melanomzellen konnten zudem Hinweise auf eine neue mdgliche

Therapieoption bel malignen Melanomen liefern.
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7. Zusammenfassung

Pityriasis versicolor ist eine durch HefepilzMalassezia furfur bedingte Erkrankung
der Haut, die vor tber 200 Jahren beschrieben wurde.

Die typische klinische Ausprégung dieser Krankheit besteht in der Ausbildung von
braunlichen Macul @ und zugleich Depigmentierungen auf der Haut.

Ein erklarendes Modell des Pathomechanismus wurde jedoch nicht gefunden.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von TryptophanMetaboliten aus Malassezia
furfur auf kultivierte humane Melanozyten untersucht. Dariber hinaus wurde
versucht, die gefundene Wirkung mit den klinischen Erscheinungen der Pityriasis
versicolor in Beziehung zu setzen.

Zunachst wurde ein Rohextrakt aus der Kulturen der Hefe isoliert, die Tryptophan
als einzige Stickstoffquelle erhielten, und ins Zellkulturmedium zugegeben.
Innerhalb von ersten Stunden nach der Zugabe konnten lichtmikroskopisch
erhebliche morphologische Verénderungen beobachtet werden: satt des
dendritischen Aufbaues fanden sich bipolare Zellen, in den hdchsten
Konzentrationen auch vollig abgerundete Zellen. Der Rohextrakt wurde dann
solange mittels praparativer DC und praparativer HPLC gereinigt, bis eine einzige

Verbindung isoliert werden konnte. Die in Gief3en erhaltenen Proben wurden in

Miinchen mittels TH- und 13C-NMR (600MHz), Massenspektroskopie (HRMS)

sowie FT-IR-Spektroskopie analysiert. Die Substanz erwies sich as das schon
bekannte, aus Malassezi a-K ulturen isolierte M a assezin.

Es wurde die Konzentrationsabhéngigkeit der Veranderungen durch Malassezin in
der Meanozytenkultur charakterisert. Dabei wurden die Zellen auf Vitalitéd,
Proliferation und Reversibilitdt der Veranderungen untersucht. Sowohl die Vitalitat
(durchgefuhrt mit Trypan-Blau Féarbung) as auch die Proliferation (MTT-Test)

wurden konzentrati onsabhangig durch Mal assezin beeintrachtigt (LDso ca. 10 uM).

Es fand sich ein typisch sigmoider Konzentrationsverlauf, d. h. in niedrigen
Konzentrationen waren die Einflusse eher gering im Vergleich mit den
Kontrollzellen.

Elektronenmikroskopisch  wurden generelle Zeichen der Zellschadigung
nachgewiesen. Es wurden auch apoptotische Erscheinungen gefunden wie

,blebbing’ an der Zelloberflache, teilweise Chromatinkondensierung in dem
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Zellkern. Die Melanosomen waren zwar teils zu erkennen, schienen insgesamt aber
seltener vorhanden zu sein.

Um die Zellveranderungen zu spezifizieren, wurde zwischen Apoptose und Nekrose
mittels FACS differenziert. Die Zellen wurden unter Verwendung von AnnexinV-
Fluos (Roche, M annheim) angefarbt, die as einer der Apoptosespezifischen M arker
gilt. Zur Abgrenzung der nekrotischen Zellen wurde zusétzlich eine Gegenféarbung
mit Propidiumiodid durchgefihrt. Es wurde eine dossabhangige Apoptose
detektiert. Die nekrotischen Zellen wurden in den hdchsten angesetzten
Konzentrationen von Malassezin gefunden. Um die Apoptose weiter zu
charakterisieren, wurde der Nachweis einer Aktivierung der Caspasen 8 und 9
durchgefuhrt.

Die Analyse zeigte eine erhebliche und dosisabhangige Aktivierung der Caspase 9.
Diese Ergebnisse sprechen flr enen internen Ap@toseweg, der durch
mitochondria e Dysfunktion entsteht.

Apoptose-spezifische Verdnderungen des Zellkernes wie sog. ,,apoptotic bodies* ,
die Folge der Abschnirungen der Zellmembran sind, konnten in der sog. Hochst
Farbung beobachtet werden. Bel dem Comet Assay wurden komet-ahnliche Zellen,
mit auswanderten DNA-Fragmenten beobachtet, was auch A poptose-spezifisch ist.
Durch die Bestimmung der LDH Freisetzung konnte eine toxische Wirkung von
Malassezin nachgewiesen werden, die mit diesem Parameter schon beigeringen
Konzentrationen zu messen war (EDsp ca. 3,4 puM). Die nachgewiesene Toxizitét
korreliert sehr gut mit der mitochondrialen Dysfunktion, die durch die Caspase9-
Aktivierung belegt wurde.

Auch die Untersuchung der Melaninsynthese tber den Einbau von™C -markiertem
Tyrosin ergab eine konzentrationsabhangige I nhibition, wobei naturlich diese auch
Ausdruck einer allgemeinen Zellschadigung sein kann und keine spezifische
Wirkung.

Die Anfarbung zytoskelettaler Elemente ergab bei der AktinFarbung einen Verlust
der Anfarbbarkeit mit zunehmender Konzentration, wobel allerdings dieser Einfluss
bereits unterhalb des durch LDHFreisetzung bestimmten Toxizitatsbereiches
erfolgte. Die Anfabung des melanosomaen Proteins MARF1 zeigte keine
Veranderung, was auf eine nicht eingeschrankte Synthese der melanosomalen

Strukturen hinweist.
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Diein dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen sollten weitere Einsichten in
den Pathomechanismus der Pityriasis versicolor gewinnen. Die Untersuchungen der
Einwirkung von M etaboliten der Hefe M. furfur auf kultivierte humane Melanozyten
haben as prominentes melanozytotoxisches Prinzip unter der Vielzahl von
Verbindungen den Dbereits bekannten AH-Rezeptoragonisten Malassezin
ausgewiesen. Dies untermauert die Hypothese welter, dass die Verdnderungen in

vivo durch die Metabolite von Mal assezia-Hef en verursacht werden.
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Abbildung 15:

Ergebnisse der Zytoskelett-Anfarbung 86
8.2 Abktrzungen
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AEBSF 4-(2-aminoethy|) benzenesul fonyl
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DISC death inducing signaling compl ex

DM SO Dimethyl Sulfoid

DNA Dsoxy ribonucle nséure

DTT Dithiothreitol

ECGSH Epidermaler Wachstumsfaktor / Heparin
EDso Effektive Dosis mit 50% des maximalen Effektes
El Elektroneni mpact

EDT Ethylendinitril otetraessigsaure

ESI Elektrosprayionisation

EtOH Ethanol

FAB Fast Atom Bombardement

FACScan Durchfluf3zytometrische Scan Analyse
FKS fetales Kdberserum

FT-1R-Spektroskopie
GDA

HAM

HBSS

Fourier Transform Infrarot Spektroskopie
Glutardialdehyd

Nutrient Mixture F 10

Hanks Balanced Salt Solution
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HPLC
HRMS
HRP
IBMX
KDa

L Dsp
LDH
L-Dopa
MGM
MGM2
M. furfur
min
MSH
MTT

Mwt.
NAD
NGF
PBS
PMA
PS
PV.
RT
SDS
Stabw.
Std.
TBS
TBS-T
TPA
U/min
uv

High Performance Liquid Chromatography
Hochauf |6sende M assenspektroskopie
Horseradi sch-Peroxidase

3-1sobutyl-1-M ethyl-Xantine

kiloDaltons

Letale Dos's, bei der 50% der Zellen abgestorben ist
L actat- Dehydrogenase

L- 3,4-Dihydroxyphenylalanin
Melanocyte Growth M edium

Melanocyte Growth Medium 2

Mal assz a furfur

Minuten

Melanozytenstimulierendes Hormon
3-[4,5-Dimethyl-2]-2,5-di phenyl 2H-
tetrazolinumbromid

Mittelwert

Nicoti nami d-adeni n-dinucl eotid
Nervenwachstumsf aktor

Phosphat Buffered Saline
Phorbol-Myristate-Acetete
Phosphatidyloserin

Pityriasis versicolor

Raum Temperatur

Natriumdodecylsul fat

Standardabweichung

Stunde/ Stunden

Tris Puffer

Tris Puffer mit 0,1 % Tween

4-O-M ethyl-12-O- Tetradecanoy! -Phorbol-3-A cetat
Umdrehung/Minute

Ultraviolett
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