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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Das maligne Melanom ist eine in seiner Haufigkeieltweit zunehmende
Krebserkrankung. Insbesondere stieg in den letzlahren die Inzidenz in
hellhautigen und stark lichtexponierten Bevdlkesgrgppen (17, 21, 81).

Uber 90% der malignen Melanome werden vor ihrer dgi@isierung erstmals
diagnostiziert (24). Im Verhaltnis zu seiner Tumas®se hat der sog. schwarze
Hautkrebs die Tendenz zur friihen Metastasierunigal8dvietastasen (regionare und
Fernmetastasen) vorliegen ist fast nur noch eihapger Therapieansatz mdglich.
Mit mehr als 90% besitzt er die hdchste Mortakitifér Hautkrebserkrankungen (31).
Obwohl es intensive wissenschaftliche Aktivitatem Entwicklung neuer Therapien
des malignen Melanoms gibt, exisitieren derzeit n&eisicher kurativen
Behandlungsmaoglichkeiten fur diesen aggressivendofum metastasierten Stadium
(Stadium 1V) (22). Die mittlere Uberlebenszeit v&atienten im metastasierten
Stadium betragt ungefahr ein Jahr, die Chanceeseirangzeitiiberlebens liegen
unterhalb 10% (6). Zahlreiche Chemo- und Immunthie@otokolle sind zur
Behandlung des malignen Melanoms entwickelt word®bwohl einige dieser
Protokolle Ansprechraten von bis zu 60% erreichi@mlen, sind Remissionen meist
nur von kurzer Dauer. Ferner ist die Toxizitat dreSherapien hoch und bislang ist
kein sicherer Effekt auf die Uberlebenszeit deranmelelten Patienten nachweisbar
gewesen (16, 26). Erganzend zur klassischen Belragpit die Immuntherapie (26,
10). Das Konzept der Immuntherapie beruht daréady die Zufuhr von Interferonen
und Interleukinen die korpereigene Immunabwehr gegelanome zu verstarken.
Langzeitergebnisse stehen noch aus.

Es wird angenommen, dass ein polygener Erbgang stake Lichtexposition
sowohl im Kindes- als auch Erwachsenenalter einkeRo der Tumorentstehung
spielen. Trotzdem ist der genaue Pathomechanistheusiir die Mutation und damit
fur die Auslosung des Tumorwachstums verantworibthbisher ungeklart.
Problematisch ist das vermehrte Auftreten Chemaphierresistenter
Melanomzellreihen in den letzten Jahren (z.B. Swdahi der Zellreihe MeWo sind
gegen Cisplatin und Etoposid resistent) (Hjnisch ist insbesondere die starke

Toxizitat der eingesetzten Therapeutika ein GrueglBehandlungsabbruches.
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2. Fragestellung

2003 wurde von Fr. Dr. med Wiebke Thoma ein Tryptpnetabolit namens
Malassezin aus der Helalassezia furfuiisoliert (87) und in Zusammenarbeit mit
dem Institut fir organische Chemie der LMU Minclaalysiert (96). Bereits bei
Malassezia furfur finden sich im Gegensatz zu anderen Hefen besender
Eigenschaften, wie obligate Lipiddependenz (57)hehanechanische Stabilitét,
Osmoresistenz und Enzymaktivitaten (34).

In der Promotionsarbeit von Frau Dr. med Monikadtodska wurde bereits gezeigt,
dass dieses Malassezin in primaren humanen MeltaroApoptose auslosen kann
(44).

Diese Arbeit méchte klaren, in wieweit das Indovat Malassezin auch in den
beiden humanen Melanomzellreihen MeWo und WM115papse auslésen kann.

Hieraus konnte sich ein neuer Ansatz fir die Theragerade auch des
fortgeschrittenen Melanoms ergeben ahnlich wie K&mpertherapien, die bereits in

gangige Chemotherapieschemata mit integriert wurden
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3.1 Das maligne Melanom

3.1.1 Entstehung

Die Erstbeschreibung des malignen Melanoms alsneigé&ankheit geht auf den
Franzosen Rene Laennec um 1806 zurlck. Er fuhrte Begriff ,melanosis®
(griechisch fur schwarz) ein.

Das maligne Melanom ist ein Tumor, der sich zu (8@% der Félle als ein
Primartumor der Haut, ausgehend von den Melanozyder basalen

Epidermisschichten, entwickelt.

3.1.2 Inzidenz und Atiolgie

In Mitteleuropa betragt die Inzidenz 10-12 Falle0D00 Einwohner pro Jahr, in den
USA 10-15 Falle/ 100.000 Einwohner pro Jahr. Dieltstie Inzidenz wird mit 50-60
Fallen/ 100.000 Einwohner pro Jahr aus Australiernichtet. In Bevolkerungen mit
starkerer Pigmentierung (Asiaten, Afrikaner) iss ddelanom hingegen selten und
nahezu ausschliel3lich im Schleimhautbereich odenggdantar lokalisiert (6, 39).
Zwar gehort das maligne Melanom nicht zu den h&tdig bdsartigen
Tumorerkrankungen des Menschen, allerdings istMielanom der Tumor mit einer
rasant ansteigenden Inzidenz (90). Neben konstitelien Faktoren nimmt unter den

exogenen EinfluRgréRen die UV-Belastung eine zEnRalle ein (95).

3.1.3 Prognose und Therapie-Optionen

Die Prognose hangt hauptsachlich vom Stadium alche® mit Hilfe der TNM-
Klassifikation eingeteilt wird. Hierbei kommt instendere der Tumordicke, der
Mitoserate, sowie dem Vorhandensein von Ulceratiaxiee prognostisch wichtige
Bedeutung zu (5).

Therapeutisch steht eine radikale chirurgische $tsmiim Vordergrund. Sobald ein
metastasiertes Stadium vorliegt, sind die therapehn Optionen begrenzt. Neben
Chemotherapien mit Dacarbazin, Temozolomid undrRoted, gibt es die
Maoglichkeit der begleitenden Immuntherapie mit faten-o. und Strahlentherapie
(23).
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Die Forschung fokusiert sich auf spezifische Taildeerapien. Mittlerweile konnte

in der Seronin-Threonin-Kinase BRAF eine MutatioB0@E nachgewiesen werden,
die bei ca. 50% aller Melanome vorkommt (71). Edaeaufhin durchgefihrte Phase
[1I-Studie mit dem Multikinase-Inhibitor Sorafenibul3te vorzeitig abgebrochen
werden, da der primére Endpunkt einer Verbesseleagrogressionsfreien
Uberlebens nicht erreicht werden konnt (2). Einenétherapieansatz befindet sich
momentan in einer Phase |I-Studie. Ein kleines Mdledkas oral verabreicht werden
kann, soll selektiv die mutierte Form des BRAF-EBirmé hemmen. Bisherige
Ergebnisse zeigen hauptsachlich eine partiellp&tese, sowie vereinzelt sogar eine

komplette Response (19).
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3.2 Apoptose

3.2.1 Definition und Allgemeines

Unter Apoptose versteht man den kontrollierten cduGenexpression gesteuerten,
.Selbstmord” der Zelle. Im Gegensatz zur Nekroselwein Zellplasma freigesetzt

und keine Entziindungsreaktion ausgelost.

Der Begriff Apoptose zur Beschreibung eines morpbisichen Prozesses, der zu
kontrollierter zellularer Selbstzerstorung fuhrturde erstmals von Kerr 1972

verwendet.

Zellen, deren geschadigte DNA nicht adaquat repgawerden kann, werden z.B.

durch Apoptose eliminiert.

Apoptose ist ein aktiver Prozess der Zelle, undisdeil ihres Stoffwechselweges.

Die Besonderheit der Apoptose liegt darin, dasgepigtisch aktive Enzyme, die

sog. Caspasen, eine zentrale Rolle in ihrem Aldpidien.

Fur die Apoptose sind folgende Veranderungen clarigkisch:

*Schrumpfung der Zelle

*Bildung von blasenférmigen Ausbuchtungen an déioBerflache

» Aufhebung des Zell-Zell-Kontaktes zur gesundecitarzelle

*Schrittweise Kondensation und Degradierung der Dl&ch Endonukleasen
*Abbau der Mitochondrien mit Freisetzung von Cyiach C

*Fragmentierung der Zelle in kleine membranumhiligdstiicke (Apoptosekorper,
beeinhalten: Zytosol, kondensiertes Chromatin ugitbiganellen)

*Exposition des Phospholipids PhosphatidylseridemZelloberflache
Phosphatidylserin wird von Rezeptoren der Makroghagrkannt, welche die

Zellfragmente phagozytieren und dabei Zytokine geesen.

Im Vergleich dazu schwillt bei der Nekrose die Zedin, die Plasmamembran wird
zerstort. Als Folge kommt es zu lokalen Entziindange umgebenden Gewebe, da
Cytoplasma und Zellorganellen in den Extrazell@dam freigesetzt werden, welche

durch Makrophagen beseitigt werden.
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Abbildung 1: Kennzeichen des apoptotischen und atekthen Prozesses des
Zelltodes (13)

3.2.3 Molekulare Mechanismen des Apoptose Signalwesg

Apoptose kann durch verschiedene Stimuli, die d@dleroder innerhalb der Zelle
ablaufen, ausgelost werden, z.B. durch DNA Schéadjgulurch Behandlung mit
zytotoxischen Substanzen oder Bestrahlung.

3.2.3.1 Caspasen als zentraler Initiator und Ausdtilder Apoptose

Die Caspasen_(Cystein-abhéngige Aspartat-spez#figubtease) sind von zentraler
Bedeutung im apoptotischen Signalnetzwerk, die en dneisten Fallen den
apoptotischen Zelltod aktivieren (9). Caspasen wmerdals proapoptotische
Mediatoren in Form von sog. Zymogen synthetisibiese Procaspasen werden in
zwei Gruppen unterteilt.

Die Initiator-Caspasen bestehend aus Procaspas&m2ind 10. Procaspase 8 und
10 besitzen eine lange Prodomain, die eine Dedtttef domain DED enthélt,
wahrend Procaspase 2 und 9 Caspase recruitmeiit deaiains CARD besitzen.
Uber ihre Prodomains koénnen die Initiator Caspasiee Signalkaskade auslésen
(1), als Antwort auf die Ligation eines Todesrepeptan der Zelloberflache
(extrinsischer Weg) oder als Antwort auf ein Sigmis seinen Ursprung im inneren
der Zelle hat (intrinsischer Weg).

Die Executioner Caspasen beeinhalten Procasp&sergl 7.
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3.2.3.2 Extrinsischer Apoptose-Weg/ Typ |

Der extrinsische Weg wird durch Bindung eines Lagm (FasL, TNFe, TRAIL) an
einen Todesrezeptor aus der TNF-Rezeptor-Familigedeitet (79).

Durch Trimerisierung des Rezeptors werden Adaptikide rekrutiert, die an die
entsprechende zytoplasmatische Todesdomé&ne DDrbihdden der Todesdoméne
beeinhalten die Adaptermolekile (FADD, TRADD) naghe Todeseffektordoméne
DED. Die DED bindet an Procaspase 8. Procaspased8diwrch autoproteolytische
Spaltung aktiviert und Caspase 8 entsteht, dieA#tavator flir Caspase 3, 6 und 7
ist. Die Apoptose kann nun ablaufen (16).

Dieser Caspase-abhangige Apoptose-Weg wird auch ggpannt.

3.2.3.3 Intrinsischer Apoptose-Weg/ Typ Il

In Typ Il reicht das Signal, welches vom aktivieriRezeptor stammt, nicht aus, eine
Caspase-Kaskade auszuldsen, die stark genug istedéod einzuleiten. In diesem
Fall muf3 das Signal Gber einen Mitochondrien-abiggamg\Weg amplifiziert werden.
Die Verbindung zwischen der Caspase-Signal-Kaskade dem mitochondrialen
Weg wird durch BID (BH 3-interacting domain deatjoaist), ein Mitglied der Bcl-

2 Familie, sichergestellt. BID wird durch Caspasen&ine weniger aktive Form
gespalten und zu den Mitochondrien transloziert. Merbindung mit den
proapoptotischen Bcl-2 Mitgliedern BAX( (Bcl-2 assated X protein) und BAK
(Bcl-2 antagonist/killer) fuhrt es dort zur Indukti von Cytochrom ¢ und weiteren
mitochondrialen proapoptotischen Faktoren ins Zt@s1). Ausgel6st durch einen
apoptotischen Stimulus wird von den Mitochondr@&ytochrom C freigesetzt. Das
Apoptosom entsteht (78). Zur Konformation des Apsptns kommt es durch
Bindung von Cytochrom C und dATP (Desoxyadenogihtrsphat) an Apaf-1
(apoptotic_protease activating factor 1). Das Apsepm hat eine heptamere, rad-
ahnliche Struktur. Procaspase 9 bindet an die @mRegion der Apoptosomen.

Uber Apoptosome wird Caspase 9 aktiviert. Derenividiung fihrt zu einer
Herrunterregulation der Effektor Caspasen 3, 6 tnohd letztendlich zum Zelltod
(80).
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3.2.3.4 Die Mitochondrien sind zentraler Regulader intrinsischen Apoptose

Die meisten Apoptose-induzierenden Bedingungenhadtien die Zerstérung des
inneren mitochondrialen Membranpotentials ebense @ime plotzlich auftretende
erhohte Stabilitat der inneren mitochondrialen Meampermeabilitdt. Da die fein
abgestimmten mitochondrialen Mechanismen leichtdgesverden kdnnen, sind

diese ein wichtiger Regulator beim Ablauf einer pfose.

3.2.3.5 Die Bcl-2 Familie

Die Bcl-2 Familie hat pro- und antiapoptotische gil@der. BAX alleine kann nur
eine leichte Apoptose verursachen. BAK alleine zkgne Effekte. Der doppelte
Knockout von BAX und BAK resultiert in einem dransghen Anstieg der Apoptose
in vielen Geweben.

Zusatzlich sind Zellen, die von BAX/BAK-Mausen staen, unempfindlich

gegenuber Behandlungen mit Etoposid oder Bestrgh{a®, 92).

BAX ist ein zytosolisches Monomer in lebenden Zelldas wahrend der Apoptose
seine Konformation andert, sich in die &uf3ere Mitorienmembran integriert und
oligomerisiert (66).

Hinsichtlich des Mechanismus der BAX/ BAK Oligomaved kontrovers diskutiert,
ob er die Permeabilitit der &ul3eren Mitochondrienbran schwécht oder
stabilisiert. Bcl-2 oder Bcl-xL sind starke Inhilwien der Apoptose, d.h. sie sorgen

fur das Uberleben der Zelle.

Zusammenfassend kann die Regulation der Apoptosehdditglieder der Bcl-2
Familie wie folgt beschrieben werden:

Spezifische apoptotische Stress-Signale triggeenAdtitivierung einer Subdomane,
die mit antiapoptotischen Mitgliedern an der Aultatesder Mitochondrienmembran
interagiert. Dies fuhrt zur Freisetzung ,BAX-likgsroapoptotischer Faktoren. Die
antiapoptotischen Faktoren werden einer Konforma@nderung unterzogen und
fugen sich in die &ufRere Mitochondrienmembran eidie zu einer

Permeabilitdtsveranderung fuhrt. Apoptotische Faktaverden freigesetzt (8).
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3.2.3.6 Regulationsmdglichkeit der Apoptose u.ecldlAP's

IAP’s (Inhibitor of apoptosis proteins) sind einenkilie antiapoptotischer Proteine,
deren Prototyp urspriinglich in einem Baculovirusdbeieben wurde. Bisher wurden
acht menschliche IAP’s identifiziert. Alle IAP s tkalten baculovirale 1AP sich
wiederholende Doméanen (BIR). Ein Hauptbestandtes|20 Aminos&auren ist fur die
antiapoptotische Beschaffenheit der IAP's verartigbr Es wird angenommen,
dass die Interaktion zwischen der BIR Doméane und deaspasen die

antiapoptotische Aktivitat der IAP s Ubertragt.

Trotz der Schematisierung der Apoptose und ihredgliung in zwei Kaskaden ware
die Vorstellung von zwei unabhangig voneinandeaat@nden Raktionen falsch (s.a
Abbildung 2). So aktiviert beispielsweise die Casp& (Initiator der extrinsischen
Apoptosekaskade) das proapoptotische Bcl-2-PrdBih und dieses wiederum
aktiviert BAX, welches die Cytochrom c Freisetzistignuliert (49, 53).

Die gemeinsame Endstrecke beider Apoptosekaskatddih die Aktivierung der
Effektorcaspasen 3, 6 und 7 dar. Es ist anzunehdess, nach Apoptoseinduktion,
gleich durch welchen ,pathway”, letztendlich alleagpasen und die meisten

proapoptotischen Faktoren in der untergehendere Z&tiviert werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einiger wist apoptotischer Signal-

Transduktionswege (28)

Ziel der vorgelegten Arbeit ist es Apoptose, aussfedurch Malassezin, in den

den dabei

Tumorzellinien nachzuweisen und genauere Ruckssalugber

ablaufenden Signaltransduktionsweg zu erhalten.
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4. Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Zellen

Fir die Versuche wurden ausschlie3lich die humavielanom-Zellreihen MeWo
(European Collection of Cell Culture, ECACC-No. 83609) und WM115
(European Collection of Cell Culture, ECACC-No. 810@32), die aus
Grol3britannien bezogen wurden, verwendet.

Bei beiden handelt es sich um humane Melanomze#iremit unterschiedlichen

morphologischen Eigenschaften.

Tabelle 1: Charakteristika der Zelllinien MeWo uMiM115

Zelllinie MeWo WM115
Humanes malignes Humanes Melanom
Melanom

Beschreibung Granuléare Fibroblasten,| Zellreihe  wurde  aus
Zellen unterstitzer einem epithelialen Tumor

Wachstum von Viren, herausprapariert.
insbesondere das vonExprimieren Proteoglycan
Varizella Zoster Antigen, das far

Melanome charkteristisch

ist
Spezies Mensch Mensch
Gewebe Haut Haut
Morphologie Fibroblasten Epithelial

Produkte Melanin Proteoglycan Antigen
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4.1.1.1 Besonderheiten der Zellreihen

Melanomzellen sind das neoplastische GegenstiickMdianozyten. Ontogenetisch
stammen Melanomzellen aus der embryonalen Newstalei

Diese Melanomzellreihen sind recht widerstandsftaegvielfaltigen sich rasch und
haben eine unbegrenzte Lebensspanne (75). Im Uhieds dazu ist die
Vermehrungsfahigkeit nattrlich vorkommender merisber Zellen (z.B.

Darmepithelzellen) nach einer definierten AnzahVanmehrungszyklen erschopft.

4.1.1.2 MeWo

Studien von Grose und Brunell zeigen, dass die @igfproduzierende Zellreihe
MeWo anféllig fur eine Infektion mit dem Varizellgester Virus ist. Im Gegensatz
zu gewohnlichen Zellsystemen wie z.B. embryonaledanfibroblasten ist das Virus
vorwiegend Zell-assoziiert. Nur ein geringer TedisdVirus™ erscheint im zellfreien
Kulturmedium (29). In Versuchen, bei denen mensbleliMelanomzellen Mausen
xenotransplantiert wurden, konnte gezeigt werdassdei MeWo nur maidig haufig
Lungenmetastasen auftreten. Der Marker L1 (Zeldgionsmolekul CD171), der
in klinischen Studien zur Beurteilung von Metastaberangezogen wird, wird bei
den MeWo's besonders haufig exprimiert, wahrendAdtvitat von HPA (Helix
promatia agglutinin) und CEACAM 1 (Carcino-embryorintigen-like cell adhesion
molecule 1) vernachlassigbar gering ist (86).

Ebenso reagiert die Zelllinie MeWo auf aktive ViiaaD-Analoga (1,25(OH) 2D3)
mit einem antiproliferativen Effekt (74).

Es sind bereits Sublinien der Zellreihe MeWo bekadie gegen Etoposid bzw.
Cisplatin in unterschiedlicher Auspragung resisggworden sind. Der Verlust der
Zellen durch Apoptose unterzugehen, fuhrt zur Resis gegen diese
Chemotherapeutika (41).
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4.1.1.3 WM115

Die Melanomzelllinie WM115 besitzt eine Aktivitatdie laut Studien von
Westermark, Johnsson et. al die Bindung V6t-markiertem PDGF (platelet-
derived-growth-factor) an menschliche Fibroblasterhindert. Die Aufnahme von
®H-Thymidin in die Fibroblasten wird durch WM115mstiliert. Durch Zugabe von
anti-PDGF-Antikorper kann diese Aktivitat gestopyrden. In den WM115 erfolgt
die Transkription sowohl der PDGF-A-als auch deiGH=B-Kette. Die Produktion
von PDGF scheint kein konstanter Faktor in Melanellen zu sein, da nicht alle in
dieser Studie untersuchten Zellreihen Aktivitat vo®DGF-ahnlichem
Wachstumsfaktor aufweisen. Trotzdem scheint diediktion dieses Faktors in
Zusammenhang zu stehen mit dem Fortschreiten iMdEmomentwicklung (93).

In  somatischen Kreuzungszellen zwischen der WMldlkethe und
Hamsterfibroblasten konnte gezeigt werden, das€dmession von PDGF-A-u.-B
MRNA deutlich unterdrickt wird. Die Hamsterfibroblan weisen Kkein
detektierbares Mal3 an PDGF-B mRNA auf und expriemenur eine sehr geringe
Menge an PDGF-A mRNA. Die melanomare PDGF-B mRNArdwidurch
Cycloheximid in diesen sog. Hybridzellen beeinftussahrend die fibroblastare
PDGF-B mRNA verschont bleibt (48).

Die primare Lasion des fortgeschrittenen MelanoersZtllreihe WM115 hat einen
bimodalen Chromosomensatz. 10% der Zellen weisei#®mosomen auf. 90%
dagegen einen Chromosomensatz von 85. Beide Pmmdat teilen sich
Translokationen zwischen Chromosom 1 und 9, ebevisoeine Polysomie flr

Chromosom 7 (4).

4.1.2 Kulturverfahren

Nach der einmaligen Lieferung der Zellen wurdenseéien Zellkulturflaschen

(Gewebekulturflaschen 250ml, 75cms3, steril mitdfiltGreiner Bio AG) mit RPMI

1640 Medium (PAA), dem 10% fetalem Kalberserum ¢&bBovine Serum, Gibco)

und 1% Penicillin/Streptomycin (Penicillin/Streptgom Gibco) zugeflgt wurde,

ausgesat.

Die Zellen wurden solange angezichtet und passagis eine entsprechende

Zellzahl fur die durchzufiihrenden Versuche vorhangar. Die Zellen konnten
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nach dem Passagieren problemlos portioniert insiigsn Stickstoff bei -196°C
gelagert und vor den Versuchen in entsprechend tigée® Menge aufgetaut
werden. Nach dem Auftauen wurden die Zellen nochmaksagiert, bevor sie flr
die Experimente verwendet wurden. Fur die vorlieigenUntersuchungen wurden

bei beiden Zelllinien vitale Zellen unterschiedkchiPassagen verwendet.

4.1.2.1 Anzucht der Zellkultur
Die Anzucht der Melanomzellen erfolgte in Zellkuftaschen in einem Brutschrank

(Heraeus Holding, Hanau) bei 37°C und 5%.@@mosphére.

Das verbrauchte Medium wurde alle 2 Tage gewechiseltdurch frisches ersetzt.
Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Ze&lierfolgt passagiert:

4.1.2.3 Passagieren der Zellen

Die MeWo Zellreihne wurde ca. alle 3-4 Tage passggwahrend die WM115
Zellreihe ca. 6-8 Tage brauchte, bis ein passatigyér Zellrasen gewachsen war.
Mit der Zellkultur wurde ausschlief3lich unter eir&erilbank (Sicherheitswerkbank
Klasse 2, Kottermann Labortechnik) gearbeitet. NAblsaugen des verbrauchten
Mediums wurde der Zellrasen in der Kulturflasché b@ml PBS Puffer (PBS
Dulbecco’s, Gibco) gespult und dieses nach einentddbzeit von wenigen
Sekunden wieder abgesaugt. Anschlieend wurderZelien mit 3ml Trypsin/
EDTA LOsung 0,02% (Trypsin/ EDTA Solution 0,02%.0Bhrom AG) gespult, um
den Zellrasen von der Kulturflasche zu losen. Uresein Prozess leicht zu
intensivieren, wurden die Kulturflaschen, in dememn noch die Zellen ohne jegliche
Fllssigkeit waren, fir 5min in den Brutschrank gele

Nach dem Inkubieren wurden die Zellen durch mehgeal Spulen in 10ml PBS
Puffer aufgenommen. Es ergab sich eine weildlicbettZellsuspension. Von dieser
Suspension wurden jeweils 2,5ml auf 4 neue mitB2EPMI Medium versetzt mit
10% FKS (fetales Kalberserum) und 1% Penicillin/reBtomycin gefullte
Kulturflaschen aufgeteilt.

Das Wachstum der Zellkultur wurde stets durch Bebtem unter einem Invers-

Mikroskop (Axiovert 35, Zeiss) verfolgt.
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4.1.2.4 Einfrieren der Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese in Ublichéeise passagiert (siehe auch
3.1.3 Passagieren der Zellen). Am Ende wurden dieeZ aber in nur 7ml 10%
Medium aufgenommen. Diese Zellsuspension wurdeniene konischen Réhrchen
(15ml Blue Max, Falcon) 5min bei 125g zentrifugigi$epatech Megafuge,
Heraeus). Der Uberstand wurde abgesaugt. Das Hetlpgurde mit 1,5ml
Einfriermedium bestehend aus 10% FKS haltigem RRAKE40 Medium + 5%
DMSO (Dimethylsulfoxid) resuspendiert. Die Zellsasgion wurde in Kryotubes
(Kryotubes 1,8ml, Roth) dberfuhrt und 30min auf Bisi 5°C im Kuhlschrank
gelagert. AnschlieBend wurden die Kryotubes in @tgopor-Box (die Styropor-
Box war bereits 30min offen bei -80°C gelagert vearyd Uberfiihrt, deren Rander
mit Klebeband verschlossen wurde. Die Box wurde Béh-80°C gelagert, bevor
die Kryotubes problemlos in flissigem Stickstoffi bEO6C langere Zeit gelagert
werden konnten. Um den Erfolg der Prozedur zu kdirgren, erfolgte nach 2-3

Wochen eine Auftauprobe.

4.1.2.5 Auftauen der Zellen

Nach Entnahme der Kryotubes aus dem Stickstoff-Beh&urden die Zellen in
einem Warmebad (Warme-Wasserbad, Kéttermann) b¥C 3tfgetaut, bis nur
noch wenig Eis-Fléckchen sichtbar waren. Die 1,%mfgetaute Zellsuspension
wurde in 10ml 10% Medium (15ml Falcon-Réhrchenusgendiert und bei 62,59
5min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaDgis Zellpellet wurde in 2ml
10% Medium resuspendiert und in eine mit 23ml 10%edMm geflllte

Kulturflasche gegeben. Diese wurde in den Brutsthgelegt.

4.1.3 verwendetes Kulturmedium

Als Nahrmedium wurde, in Anlehnung an die Empfeblaler European Collection
of Cell Culture, das gebrauchsfertige RPMI 1640 Med mit entsprechender
Zusammensetzung (RPMI 1640 mit L-Glutamin, PAA)wendet.
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4.1.3.1 Medienzuséatze

Dem Medium sind bestimmte Zusatze wie Aminosauréfitamine und
Kohlenhydrate in einer vom Hersteller vorgegebeAeasammensetzung zugefugt
worden (63).

4.1.3.2 Phenolrot zur pH-Wert Erkennung

Das Medium enthalt Phenolrot, ein pH-abhangigebiRdikator. Der ideale Wert
des Mediums liegt vor, wenn es eine schwach rotedraufweist. Fallt der pH-Wert
in den sauren Bereich, kommt es zu einem Farbugatdch braunlich bis gelb.
Farbumschlage in den alkalischen Bereich werderhdeine violette bis pinke

Farbe sichtbar.

Dem Medium fur die Anzucht der Zellen wurde noch %l0FKS zur
Wachstumsanregung beigemengt. 1% Penicillin/Strepton  wurde  zur
Vermeidung bakterieller Kontamination zugeftigt. €88 Gemisch wurde steril
filtriert (Sterilfiltrationssystem Nyl 0,2um, 75mifilter-Einheit, Nalgene) und bis

zur Verwendung im Kuhlschrank bei + 4°C gelagert.

4.1.4 Verwendete Substanzen

4.1.4.1 Malassezin

Malassezin wurde von Wiebke Thoma als erster Mdtalams dem Hefepilz
Malassezia furfurisoliert (87). Seine Strukturaufklarung erfolgten dnstitut far

organische Chemie der LMU Minchen durch Gregor&\(Bi6).

Malassezin ist systematisch ein 2,3 -Methylenbisiyle3-carbaldehyd mit einem
Molekulargewicht von 271,1113. Die Summenformeté&uC sH14N20.

Nach der Strukturaufklarung gelang die synthetisdétherstellung des Stoffes
ebenfalls durch G. Wille. Ausgangsstoffe fur diatsgtische Herstellung ist Indol
und Indol-3-carbaldehyd.
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Die chemische Synthese des Malassezin erfolgtiihSahritten:

1) Malassezin; 2) Indol (mit Schutzgruppe); 4) Klyngsprodukt mit Boc-(= tert-
Butyloxycarbonyl)-geschitztem Indol-3-carbaldehyd, 5) acetyliertes
Kopplungsprodukt 6) 2,3 Bisindolylmethan nach Reotuk und Entfernung der
Schutzgruppen; 7) Indololo[3f&arbazol]

Abbildung 3: Synthese des Malassezins in funf Stemri

Malassezin hat eine hohe Tendenz zu kristallisie®#s synthetisch gewonnene
Malassezin stimmt in allen spektroskopischen Dateénh dem Naturstoff Uberein
(96). Mit der Strukturaufklarung war es moglichesgn Stoff in groReren Mengen
herzustellen - ein wichtiger Schritt zum weitererbditen, da der Naturstoff nach
Aufreinigung eine Produktausbeute von lediglich 1264

Die Synthese des hier verwendeten Malassezingefdurch Dr. med. Dipl. Chem.
Hans-Joachim Kramer, Giessen. Das hergestelltedgketin wurde ebenfalls mittels
Dunnschichtchromatographie und préperativer HPLGg{HPerformance Liquid
Chromatography) und HRMS (hochauflosende Massetrgsopie, in Minchen)
auf Ubereinstimmung mit dem Naturstoff Gberpriift.

Malassezin ist eine farblose Substanz, die Merkreales Arylkohlenwasserstoff-
Rezeptor (AHR) Agonisten aufweist (EC &9 1.6.x10°. In Hepatozyten von
Ratten konnte gezeigt werden, dass das Cytochros® B4stem induziert wird.
Malassezin scheint ein Agonist am AH-Rezeptor zn,sebwohl bisher planare
Molekile als ideale Agonisten angenommen wurden). (&8fenbar besitzt die

Carbonylgruppe einen starken wirkungssteigerndéskE¢96).
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4.1.4.2 Trypanblau

Um die Zellen mit der Neubauer Z&hlkammer z&hlerkémonen, wurden diese mit
Trypanblau (Merck Chemicals) angefarbt. BenzamiauB(GsH24NsNa;014S,) ist
ein anionischer Azofarbstoff, der an Zellproteinendet. Er farbt als nicht
membrangangiger Farbstoff nur avitale Zellen amal@i Zellen bleiben farblos.
Somit ist er zur Vitalfarbung geeignet. Die Loslbestand aus Trypanblau, das auf
eine Arbeitskonzentration von 0,1% in PBS geloserdinnt wurde. Nach
Herstellung der Losung wurde diese steril filtriert

Die Trypanblau-Farbung ist ein einfacher und sdroheichfihrbarer Test.

4.1.4.3 Staurosporin

Das Indolocarbazol Staurosporin mit einem Molekygaricht von 311,34 st ein
potenter Inhibitor verschiedener Proteinkinasenn $tauptgerust besteht aus zwei
Tryptophan-, einem Glucose-Molekiul und zwei MetBylippen, die vom
Methionin stammen, das wahrend der Biosynthesetlgeniird (77). Staurosporin
wurde lange Zeit in vitro als Apoptose-Initiator welen verschiedenen Zelltypen
benutzt, obwohl der zugrunde liegende Mechanismcist reindeutig belegt war.
BAX wird durch Staurosporin aktiviert und der mitmndriale Caspasen-
unabhangige Apoptose-Weg wird eingeschlagen (98)e® sich bei Staurosporin
um ein verwandtes Molekil zu Malassezin handeltdeumittels LDH und FacScan
Uberprift, ob ein ahnlicher EinfluR auf die Melarmsitkultur besteht, wie er bei

Malassezin zu beobachten ist.

4.1.4.4 Alpha-Naphtoflavon

Benzo-[a]pyrene (BP), wie auch dasNaphtoflavon (ANF) gehéren zu der Gruppe
der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffelyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe sind dafir bekannt, die Expogsspro-inflammatorischer
Zytokine wie Interleukin-f und Tumornekrosefaktarzu regulieren (65).
Alpha-Naphtoflavon ist ein AHR-Partial-Antagonistndu Cytochrom P450 1A

Inhibitor. Da Malassezin ein schwacher AHR-Agoisstwurde getestet, ob bei
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gleichzeitiger Behandlung der Zellkultur sowohl mitNaphtoflavon als auch mit

Malassezin eine Aufhebung des Malassezin-Effekiegerzeichnen ist.

4.2 Verwendete Methoden

4.2.1 Vorbereitung der Zellen fir die Versuche

Die Zellen wurden wie ublich passagiert, am Endeerabicht in Puffer

aufgenommen, sondern in 1% FKS haltigem Medium.ARS ist nétig, um das
restliche Trypsin, das an den Zellen haftet, ziktimeeren. Um das naturliche
Wachstum der Melanom-Zellen zu untersuchen, wufdemlie Versuche stets nur

1%iges Medium verwendet.

4.2.1.1 Zahlkammer

Von der Zellsuspension wurde ein Aliquot von 10 H0ul Trypanblau vermischt.
Dieses Gemisch wurde vorsichtig unter das DeckdrsNeubauer-Zahlkammer
(Neubauer-Zahlkammer, Tiefe 0,1mm, 0,0025mm?) gegeb

Es wurde jeweils ein Feld eines Quadranten ausyeddie Auszéhlung erfolgte

unter dem Lichtmikroskop (Zeiss, Primo Star) mik 2@rgrof3erung.

4.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl
Unter Bericksichtigung der Verdinnung im Verhalthi$ und dem Kammerfaktor
von 10 000 ergab sich folgende Berechnung: Mittelwe x 10 000 = Zellzahl/ml

So konnte eine Zellsuspension mit entsprechend tigged Zellzahl hergestellt

werden.
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4.2.2 Aussaen der Zellen in Zellkulturplatten

Es zeigte sich, dass die Zellen in 96well Platiegal mit welcher Zellzahl sie
ausgesat wurden, keine geeigneten Bedingungen ndemia Die Messwerte
schwankten, ohne eine Tendenz erkennen zu lassérer lvurden fir alle Versuche
6well Platten (beschichtete 6well Flachboden-Phattait Deckel fur geringe
Verdunstung, Primaria, Falcon) verwendet. Ausges#tien zwischen 6000-10000

Zellen/well.

4.2.3 Freisetzung der LDH als Mal3 fur Zellnekrosen

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die Toxizitldes Stoffes nachzuweisen.
Durch Anfarben der Zellen mittels Vitalfarbstoffemie Trypanblau, EosinY,
Nigrosin, Propidiumjodid oder Ethidiumbromid konngeschadigte von vitalen
Zellen unter einem Fluoreszensmikroskop untersemeand gezahlt werden (11,
37, 69, 97).

Eine zweite Moglichkeit besteht darin, die Zelleit radioaktiven Isotopen wie
3H-Thymidin zu markieren (14, 42, 47, 68).

Die dritte Moglichkeit ist die Aktivitat des zytg@matischen Enzyms
Laktatdehydrogenase zu messen, welches von detdrzensZellen freigesetzt wird.
Die Enzymaktivitat, die im Uberstand gemessen winatreliert proportional mit der
Anzahl der lysierten Zellen (15, 54, 56, 84).

Im Gegensatz zu vielen anderen Enzymen, wie alitadr und saurer Phosphatase,
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase und Glutamat-RygUransaminase ist die
Laktatdehydrogenase ein recht stabiles Enzym, wslah allen Zellen vorkommt.
Nach Zerstoérung der Plasma-Membran wird es retatich im Uberstand messbar.
Das Test-Prinzip beruht auf der Messung der LDHnAliEt nach 30min Inkubation
mit den Reaktionssubstanzen.

Im ersten Reaktions-Schritt reduziert freigesetziesl NAD™ zu NADH/H' durch

die Oxidation von Laktat zu Pyruvat.
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Im zweiten Schritt wird durch einen Katalysator §phorase) 2H des NADH/H

dem schwach gelben Tetrazolium Salz INT Ubertragdas dadurch zum
wasserloslichem rétlich-aussehendem Formazan reduzird (s.a Abbildung 4:

Schema der 2 enzymatischen Schritte im LDH-AssB@s Formazan kann bei
500nm photometrisch bestimmt werden. UberschiisSigaszolium-Salz zeigt bei
dieser Wellenlange keine Absorption. Zur Messungdeuder , Cytotoxicity

Detection Kit von Roche, Mannheim* verwendet.
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Abbildung 4: Schema der 2 enzymatischen SchritteldH- Assay (76)

4.2.3.1 Bestimmung der optimalen Zellzahl/ weltetstLDH-Vorversuch

Die optimale Zellzahl fur den LDH-Test wurde dueihen Vorversuch bestimmt. In
diesem wurden die 6well Mikrotiterplatten mit deell&n in 7 unterschiedlichen
Konzentrationen (9000-3000 in Tausender-Schrittemeamend) befullt. Nachdem
die Zellen 24h adharieren konnten, erfolgte ein iMdvechsel mit 1% Medium.

Daraufhin wurden die ,spontane” LDH-Aktivitat deellen nach 24, 48, 72, 96, 120,
144 Stunden bestimmt, n=6 (bei MeWo 120h n=5, b&iMA 120 Std. n=5, 144Std.
n=4). Die low control (,spontane” LDH-FreisetzungrdZellen ohne Zusatz von
Substanzen) wurde jedes Mal 4fach und die high rebnfmaximale LDH-

Freisetzung durch vollstandige Lyse der Zellen 284t Triton-X-100 LAsung) 2fach

bestimmt.
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Die optimale Zellzahl fir die Bestimmung der LDH-Mktat wurde bei der
Zellreihe MeWo auf 6000 Zellen/ well/3ml und bei VE6 auf 10 000Zellen/ well/
3ml festgelegt (das Erhdhen der Zellzahl auf 10 D8len war nétig aufgrund der
langsameren Wachstumsgeschwindigkeit, da das Fachoa minimale Stichprobe

von 10 000 Zellen zum Detektieren bendotigt).

4.2.3.2 Bestimmung der LDH nach Zugabe der zu sattienden Substanzen
Die Zellen wurden in den entsprechenden Konzeotrati in 6well Platten in 10%

Medium fr 24h bei 37°C und 5% G@tmosphare ausgesat. Nach 24h erfolgte der

Medium-Wechsel mit 1% Medium inklusive Zugabe der Kulturmedium zu
untersuchenden Substanzen (Malassezin, Staurosgd¥isphtoflavon). Malassezin
wurde in absteigenden Konzentrationen von 50uM&4M zugegeben. Die LDH
wurde nach 4, 6, 8, und 12 Stunden bestimmt n= 4,

Gleichzeitig wurde eine ,Background“-Kontrolle (3riPo Medium ohne Zellen),
eine ,Low“-Kontrolle (,spontane” LDH-Freisetzung)nd eine ,High“-Kontrolle
(maximale LDH-Freisetzung) durchgefuhrt. Nach dewgiligen Inkubationszeiten
von 4, 6, 8, 12 Stunden wurde 200u! vom Uberstdrge@ommen, in Mikrotubes
Uberfihrt und 10min bei 250g zentrifugiert (Zenigé Mikro 20, Hettich). Aus
diesem Mikrotube wurde wiederum ein Aliquot von il0@bgenommen, (um sicher
zu gehen, dass wirklich nur zellfreier Uberstand die LDH-Aktivitats-Messung
verwendet wird) und in eine 96well Mirkrotiterplattiberfuhrt (optisch klare 96well
ps-Mikrotiterplatte, nicht-steril, Greiner bio-one)edes well wurde nun zusatzlich
mit 100ul Reaktionslosung besttickt und 30min bearder-Temperatur im Dunkeln
inkubiert. Die Reaktionslésung besteht aus einenalifsator (Diaphorase/NAD
Gemisch) und einer Farbelésung (lodtetrazoliumathiamd Sodium Laktat). In
dieser Zeit verfarbten sich die wells je nach LDIAtensitat von schwach rosa
(,Low"“-Kontrolle) bis tief rot (,High“-Kontrolle). Nach Ablauf der Inkubations-Zeit
wurde die LDH-Aktivitdt bei 492nm im Elisa Readéfe€an Sunrise) gemessen

(Referenzwellenlange >600nm).
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Foto 1: Mikrotiterplatte nach 30min Inkubation rdér LDH-Reaktionsldsung
Verfarbungen je nach Intensitat der LDH-Aktivitat.

F1-3, F7-9 hellrosa = ,low“-control, minimalste \&rderungen

F4- 6, F10-12 dunkelrot = ,high“-control, maximalgse u. damit hochste LDH-
Aktivitat

4.2.3.3 Berechnung der Zytotoxizitat

Die Hohe der LDH-Aktivitat im Zelliberstand ist martional der Anzahl an
avitalen Zellen, deren Membran beschadigt ist, assddas Enzym aus dem
Zytoplasma austreten kann. Die Zytotoxizitat deruniersuchenden Substanzen
wird wie folgt berechnet:

Zytotoxizitat in % = experimentelle Probe — ,Lowkentrolle x 100

,High* — Kontrolle — ,Low" — Kontrolle

4.2 .4 Differenzierung von Apoptose und Nekrose mets Facs-Analytik

Apoptose als Form des programmierten Zelltodes kauonch verschiedene
morphologische Veranderungen wie z.B. Veranderurgerder Plasmamembran,
Zellschrumpfung, Chromatin-Kondensation und  chromnosle DNA-

Fragmentierung charakterisiert werden. Verandemingker Symmetrie der
Plasmamembran sind eines der friilhesten Merkmal&gthen, die durch Apoptose



Material und Methoden - 32 —

untergehen. In apoptotischen Zellen kommt es zerdiranslokation des Membran-
Phospholipid Phosphatidylserin (PS) von der inneseih die aul3ere Seite der
Zelloberflache.

Annexin V ist ein 35kDa schweres Cafbhangiges Phospholipid-bindendes Protein
mit hoher Affinitdt zu PS (73). Annexin V bindet &ellen, deren Oberflache PS
enthalt. Annexin V ist ein sensitiver Marker, umll@e, die durch Apoptose
untergehen, zu identifizieren, da PS friih im aptgtben Prozess freigesetzt wird.
Typischerweise wird Annexin V mit Fluochromen, wie.B Fluorescein
Isothiocyanate (FITC) oder Phycoerythrin (PE) kgmgut, damit die apoptotischen
Zellen einfach im DurchfluR-Zytometer erkannt werdé@nnen. Zusatzlich wird
Annexin V FITC mit einem Vitalfarbstoff wie z.B. &pidium Jodid (PI) oder 7-
Amino-actinomycin D (7-AAD) konjugiert, um zwischeapoptotischen und
nekrotischen Zellen unterscheiden zu kénnen (32,553 89). Dabei erscheinen
apoptotische Zellen nur Annexin V FITC positiv, wéhd nekrotische Zellen
sowohl Annexin V FITC als auch 7-AAD positiv ersaien.

Hier wurde Annexin V FITC und 7-AAD zur Markierumigr Zellen verwendet.
Ob abgestorbene Zellen durch Apoptose oder Neluosergegangen sind, ist mit

diesem Verfahren nicht zu unterscheiden.

Die Zellen wurden wie Ublich in die 6well Plattemsgeséat. Bei der MeWo-Zellreihe
betrug die Zellzahl wie beim LDH-Test 6000 Zelleelw 3ml, wahrend die
WM115-Zellreine aufgrund langsamerer Wachstumsgeschgkeit auf 10 000
Zellen/well/3ml  festgelegt wurde. 24h nach dem Aiess erfolgte der
Mediumwechsel. Die Zellen wurden 4, 6, 8 und 12n8&n mit den zu
untersuchenden Substanzen in absteigenden Korzem¢ra (50uM-3,125uM
Malassezin) inkubiert (nach der Inkubationszeit deu200u! vom Uberstand zur
LDH-Messung abgenommen). Das Medium wurde ,abgd$Saugl in ein auf Eis
stehendes 15ml Falcon-Rdhrchen gesammelt. Ebensalemwualle weiteren
Substanzen, die zum Passagieren benétigt wurdendagn Sammel-Réhrchen
gegeben. Nach Spilen des Zellrasens mit 1ml PB&rPeiffolgte die Gabe von
0,5ml 0,02% Trypsin/ EDTA-L6sung, die wiederum atmegt wurde. Die Zellen

wurden 5min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Amise3end wurden die Zellen
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im well 2 Mal mit je 1ml PBS Puffer vom Boden gdlésind ebenso ins
Sammelrohrchen gegeben. Das Rohrchen wurde 5mi23%g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt. Die Zellensidintig resuspendiert, so dass die
Zellen nicht zerstort wurden. Das Réhrchen wurdeIfiml calcium-freiem Puffer
(Dulbecco’s Puffer ohne Ca/Mg, PAA) aufgefillt, abals 5min bei 235g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig alojgstet, so dass die Zellen im
Rohrchen verblieben sind. Nun wurde den verbliebetedlen je 100ul Bindungs-
Puffer zugegeben, und ca. 250ul (Zellen + BinduPgBer) in Facs-Gerat-
geeignete Rohrchen umpippetiert. Die Zellen wurdah 10ul 7-AAD und 5pl
Annexin 'V als Nekrose-u. Apoptose-Farbstoffe matkie Nach 15min
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde nochmal00ul Bindungspuffer
zugegeben, um die Markierungsreaktion der Farlestatf stoppen. Jede Probe
wurde kurz gevortext und sofort im DurchfluR-Zytderegemessen. Die Analyse
der Zellen wurde im FACScan (Calibur, Beckton Didon USA, Cellguest
Software) durchgefihrt.

4.2.4.1 Einstellung des Facs-Gerates und graph.sizdung der Ergebnisse-und

Darstellung des Facs-Gerates

Das FacScan Gerat wurde auf eine Stichprobe voA000Zellen eingestellt. Die

erhaltenen Daten wurden durch die Geratesoftwaei@Gest) in Form von Punkt-

Wolken-Histogrammen, sog. Dot Plots dargestellte Bichsen der Histogramme
zeigen jeweils die Intensitat der jeweiligen Faolfsspezifischen Fluoreszenz an.
Damit lasst sich jede Zelle nach ihrer Fluoreszemem Punkt des Histogramms
zuordnen.

Jedes Histogramm lasst sich in 4 Quadranten enteiin denen sich je nach
Anfarbung der jeweiligen Zellpopulation Haufungerigen. Im linken oberen

Quadranten befinden sich diejenigen Zellen, digtsiichlich mit 7-AAD angefarbt

sind. Im rechten oberen Quadranten zeigt sich gelthaufung bevorzugt durch

Anfarbung mit beiden Farbstoffen. Somit ergibt sidass die in den beiden oberen
Quadranten befindlichen Zellpopulationen Ausdrutlee Nekrose sind. Diese hat
entweder direkt (linker oberer Quadrant) oder iekliriber den Apoptose-Weg
stattgefunden. Apoptotische Zellen finden sichctudie Farbung mit
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Annexin V im rechten unteren Quadranten. Eine gerilAnfarbung mit beiden
Farbstoffen findet sich im linken unteren Quadranéds Ausdruck unveranderter
Zellen.

Verwendet wurde der Annexin V FITC Apoptosis DeiattKit, BD Pharmingen.

Propidium lodid wurde durch 7-AAD, ebenfalls von Bbarmingen ersetzt.

Die Auswertung der erhaltenen Histogramme, sowistlégung der Quadranten
usw. erfolgte mit der Software WinMDI 2.8.

4.2.5 RNA-Isolation

Es gibt unterschiedliche Methoden, RNA zu isolierdéufig verbunden mit zeit-
intensiven Schritten wie Ultrazentrifugation, All@fPraparation oder unter
Verwendung von toxischen Stoffen wie Phenol odeoifiorm. Mit dem RNeasy
Mini Kit von Qiagen wurde ein gleichwertiges zeaspndes Produkt zur RNA-

Isolation verwendet.

4.2.5.1 Prinzip der RNA-Isolation mittels RNeasynVKit

Diese Form der RNA-Isolation kombiniert die selektindende Eigenschaft einer
auf Silikagel-basierenden Membran mit der Geschigket der Mikrosdulen
Technologie. Ein spezielles Puffersystem erlautiiiegzu 100pg RNA mit mehr als
200 Basen an die Membran zu binden. Zuerst wirdvigterial in Anwesenheit von
Guanidin-Isothiocyanat Puffer lysiert und homogemts der die RNAse unmittelbar
inaktiviert. Dadurch wird sichergestellt, dass kita RNA isoliert wird. Ethanol
wird zum Zwecke richtiger Bindungsverhéltnisse zyefgen. Das Material wird nun
auf die Saule gegeben. Maximal mogliche ZellzahlLi. Die RNA bindet an die
Membran, wahrend evtl. Kontaminationen durch mehndftaschschritte entfernt
werden. Eine qualitativ-hochwertige RNA, die in3ful Wasser oder Tris-Puffer,

pH 8 aufgenommen wird, wird isoliert.

4.2 .5.2 RNA-Isolation aus den beiden MelanomzahdteMeWo und WM115

FUr die endgultig verwendete RNA wurde nach folgandProtokoll, modifiziert

nach dem RNeasy Mini Handbook (72), verfahren.
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Die Zellen wurden nach dem Passagieren wiederugelikulturflaschen ausgesat.
Die Zellen wurden aber nicht wie ublich beim Pasmam auf mehrere neue
Flaschen aufgeteilt, sondern die neue Kulturflasaluede mit der fast komplett
passagierten Menge beflllt. Damit wurde sicherdjestdass genug Zellen zur
RNA-Isolation vorhanden waren. Nach 2 Tagen eréoldgér Mediumwechsel mit
1% Medium und Zugabe der zu untersuchenden Korat@rien an Malassezin
(12,5 bzw. 25uM). Nach entsprechender Inkubatiahg3ebzw. 9h) wurden die
Zellen abermals passagiert, in 10ml 10% Mediumendgnmen, um sicherzugehen,
dass das Trypsin inaktiviert wurde. Die Zellzahl rdar mit der Neubauer
Zahlkammer bestimmt. AnschlieBend wurden die ZellBmin bei 300g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig atetiiert, und das Zellpellet in 1ml
10% Medium aufgenommen. Nach nochmaligem Zentwmggi fir 5min bei 300g,
wurde der Uberstand verworfen, so dass nur nochdarit Zellen weitergearbeitet
werden konnte. Der Uberstand wurde moglichst qtativti verworfen, denn die
unvollstandige Entfernung des Uberstands fiihrinhibierung der Lyse.

Die Bindung der RNA an die RNeasy Membran kann dadbeeinflusst werden.
Zum Zerstoren der Zellen wurde abgestimmt auf dknzenge 350 oder 600ul RLT
Puffer (der Puffer RLT wurde pro ml mit 10 f-Mercaptoethanol versetzt)
zugegeben und durch Pipettieren gemixt. Zum Homisggen wurde das Lysat
mindestens 10x durch eine 20gauge Nadel auf-unevadat. Nun wurde die gleiche
Menge (350 oder 600ul) 70% Ethanol dem Lysat zugefum eine selektive
Bindung der RNA an die RNeasy Saule zu erreicli2avon wurden 700u! auf eine
im Test-Kit enthaltene RNeasy Saule gegeben undclbsi 10000g zentrifugiert.

Der Durchflu® durch die Saule wurde verworfen.

4.2.5.3 Enzymatischer DNA-Abbau direkt auf der &&aul

Die Saule wurde nochmals nach Zugabe von 350ul PWier (im Qiagen Kit
enthalten) fur 5min bei 10000g zentrifugiert.

Nun wurde 10ul DNase (RNase-Free DNase Set von e@jagnit 70ul
mitgeliefertem RDD Puffer vorsichtig durch Hin-underbewegen des Tubes
gemischt, direkt auf die Silikagel-Membran der agegeben, dann 30min zum
Trocknen der Saule bei Raumtemperatur inkubiert latadlich bei 10000g flr 15s

zentrifugiert. Der Durchflu® wurde verworfen. Del&se Verdau dient zur
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Entfernung eventuell noch vorhandener genomischiéA,Dda der RT-PCR-Array
sehr empfindlich auf noch vorhandene gDNA reagiert.

Die nachfolgenden Zentrifugationsschritte unter ahg von Waschpufferlosungen
dienen zum Entfernen von Salzen, Proteinen undevesitzellularen Bestandteilen
von der Membran.

Nach der Inkubationszeit erfolgte ein Wasch-Schniit RW1 Puffer und
Zentrifugation fir 15s bei 10000g, um niedermolekelSubstanzen zu entfernen.
Erneut wurde die Saule mit 500ul RPE Puffer gewaisalmd fiir 15s bei 10000g
zentrifugiert.

Zum Trocknen der Silikagel Membran in der Saule deus00ul RPE Puffer
aufgetragen und fur 2min bei 10000g zentrifugiert.

Um die RNA aus der Saule zu bekommen, wurde 30jstHuffer, pH 8 direkt auf
die Membran pipettiert und fir 1min bei 10000g zé&ngiert.

4.2.5.4 Enzymatischer DNase-Abbau in Losung

Um eine qualitativ-hochwertige RNA fur die RT-PCR erhalten, erfolgte erneut
ein DNase-Verdau. Diesmal in Losung. Reine RNAestentiell fur das Gelingen
der RT-PCR.

4.2.5.5 Bestimmung der DNase Konzentration in Lgsun

Einmalig wurde eine Konzentrations-Reihe mit 15-12 facher Menge an DNase
durchgefuhrt. Der Abbau der DNA und die Prufund das Vorhandensein von
gDNA in dem RNA-Isolat wurde mittels PCR und Gektrophorese (siehe unter
Qualitastkontrollen Kapitel 4.2.6.1) kontrolliert.

Zu dem RNA-Produkt wurden fur die WM115-Reihe 2RDD Puffer und 5ul
DNase, fur die MeWo-Reihe 15ul RDD Puffer und 3[7BiNase gegeben. Mit
RNase-freiem Wasser wurde das Volumen fur WM11520@ul, fir MeWo auf
100l aufgefillt. Inkubiert wurde bei 20-25°C flbrgin.

Dem enzymatischen DNase Abbau schlof3 sich eine Ri£einigung an.

100ul der enzymatisch verdauten Losung wurdennmeues Gefal3 gefillt und mit
350ul RLT Puffer gemischt. Zum Verdinnen der RNAdan 250ul 100% Ethanol
zugegeben. Durch wiederholtes Ansaugen mit dertteipeurden die Lésungen

vermischt. 700ul wurden nun erneut auf eine RNaéisy Saule mit
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entsprechendem Sammelgefal} transferiert und b@&0fOflir 15s zentrifugiert. Der
Durchfluf3 wurde verworfen.

Die nun folgenden letzten drei Schritte entspreathmmen nach dem DNase-Verdau
auf der Saule und dem Eluieren der RNA.

Erneut wurde die Saule mit 500ul RPE Puffer gewaisalmd fiir 15s bei 10000g
zentrifugiert.

Zum Trocknen der Silikagel-Membran wurde 500u| RRREfer aufgetragen und fir
2min bei 10000g zentrifugiert.

Die RNeasy Mini Saule wurde in ein neues Sammelbgab@gegeben und 1min bei
10000g zentrifugiert. Dieser Schritt diente dazwjghthe Rilckstdande des RPE
Puffer’s zu eliminieren.

Um die RNA aus der Saule zu eluieren, wurde 30jg-Fuffer, pH 8 direkt auf die
Membran pipettiert und fir 1min bei 10000g zentyiéut.

In Vorversuchen wurden zu verwendende Zellzahlgrinmle Volumina fir den
DNase-Verdau und dessen Wirksamkeit auf der Saak in Ldsung, sowie
Einwirkzeiten usw. ermittelt bzw. optimiert, um #eRlich reine RNA zu erhalten.
Die Isolierung der RNA erfolgte an einem spezieds@&uberten Arbeitsplatz unter
Verwendung von sterilem bzw. RNase-DNase-freiemmaimaterial. Verwendet
wurde der RNeasy Mini Kit und das RNase-Free DNeetevon Qiagen.

4.2.5.5 Messung der optischen Dichte von RNA DidiAicim Spektrophotometer

Zum Messen der optischen Dichte OD wurde anfangs den 30upl RNA im
Verhéltnis 1: 100 also 1pl RNA + 99ul 10mM Tris-fanfpH 8 gemischt. Damit
wurde eine Kuvette mit 70ul beflllt. Fur die abseRénden Untersuchungen
wurden 5ul von den 30ul RNA mit 65ukL@® vermischt und zum Messen in eine
Kivette gegeben. Umso mehr RNA zur Messung desdptn Dichte genommen
wird, desto aussagekréftiger ist das Ergebnis.

Es wurden die Absorptionen bei den Wellenlangeh @td 280nm (Ago und Apso)
gemessen. Ebenso wurde eine Kivette mit Tris-Pufildr8 bzw. HO gemessen,
um einen entsprechenden Leerwert zu erhalten. Mie Hles Quotienten aus
Azsd/Azso kann eine ndherungsweise Aussage Uber die Remd®iRNA-Produktes
getroffen werden. Er sollte groRer als 1,9 seimzalne Werte bis 1,6 wurden

toleriert.
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Fur die Abschatzung Messung der Kontrolle cDNA veugleich vorgegangen.
Allerdings wurde jeweils in dem Verhéaltnis 1l cDN%odukt mit 99ul HO

gemischt und die Absorptionen gemessen. Wegeneatarggn Menge konnte nicht
mehr cDNA zum Messen verwendet werden, da die hiaempge fur die RT-PCR

bendtigt wurde.

Die optische Dichte wurde wie folgt berechnet:

OD =40 x A 260 x Verdunnungsfaktor [ pg/mi]

40 = Konstante fir RNA bei der Messung der optiaciechte (aus RNeasy
Handbook)
50= Konstante fur cDNA bei der Messung der optiadd&hte

4.2.5.6 RNA-Gehalt
Die RNA-Gesamtmenge ergibt sich aus dem noch vaodran ,Rest“-Volumen

RNA (30ul-1pl bzw. 30ul-5ul) und der gemessenetsopen Dichte.

RNA-Menge = OD x ,Rest*-Menge RNA (0,029 bzw. 0,02%9]
4.2.6 Molekulargenetische Methoden
4.2.6.1 Kontrolle auf gDNA

a) PCR

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ist ein Vedalzur in vitro Amplifikation
von spezifischen DNA-Fragmenten. In einem erstemri@cwird der DNA
Doppelstrang in Einzelstrange denaturiert. In da&y. ;Annealingphase binden die
Oligonukleotid Primer an die Einzelstrange bei #igzhen Temperaturen, die meist
zwischen 55°C-62°C liegen. Die Bindung ist abhangig der verwendeten Primer-
Sequenz.

In einer daran anschlie3enden Extensionsphaseaiettvsich die einstrangige DNA
zu einer doppelstrangigen DNA, die unter Verbrauchon dNTP

(Desoxyribonucleosidtriphosphat) der urspringlicbetspricht. Diese
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Primerverlangerung geschieht enzymatisch durch Tag-Polymerase (DNA-
Polymerase aus dem thermostabilen Bakterium Theaguaticus).

Durch die Wiederholung dieser Reaktionszyklen kalas interessierende DNA-
Fragment nahezu exponentiell amplifiziert werdemzlg durch den Verbrauch an
dNTP, Oligonukleotiden und Tag-Ploymerase ist dReaktion limitiert.

Dieses Verfahren kann auch dazu benutzt werden,gDMA in RNA Proben
auszuschlieBen. Als Leitgen wurde R-Actin verwendie Produkte der RNA
wurden mittels Gelelektrophorese tUbeprift.

Die hohen Temperaturen der PCR sollte die RNA nidgrstehen. Nur gDNA wird
amplifiziert, die aber bereits durch die DNase-\&erschritte wahrend der RNA-
Isolierung vernichtet worden sein sollte. Bei Belitang des PCR-Produktes nach

der Gelelektrophorese unter UV-Licht darf also kedande mehr sichtbar sein.

Tabelle 2: Reagenzien fur eine PCR- Reaktion

Volumina inul| Verwendete Substanz

2ul PCR-Puffer (Invitrogen)

0,6 MgCl (Invitrogen)

0,4 dNTP (Promega)

0,4 B-Actin Forward Primer (Metabion)
0,4 B-Actin Reverse Primer (Metabion)
0,4 Tag-Polymerase (Invitrogen)

5,8 HO

Forward Primer mit der Sequenz:

5-ATC TGG CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG CTG CG-3'

Reverse Primer mit der Sequenz:

5-CGT CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT GC-3)

Der Primer (Metabion) wurde als Lyophylisat gelréfend zu 100uM mit Aqua dest.
als Grundlésung aufgefillt. Als Arbeitskonzentratiavurde nochmals 1: 10,

ebenfalls mit Aqua dest. verdinnt.

Die 10ul PCR-Cocktail wurden mit 0,5ug RNA, die mitO ebenfalls auf 10ul
aufgefullt wurde, in ein PCR-Reaktionsgefald gegeben
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Die PCR wurde mit folgendem Programm durchgefthrt:

Tabelle 3: PCR-Programm zur Amplifizierung moglick®NA-Fragmente

Initiale Denaturierung 94°C | 4min

35 Zyklen:

Denaturierung 94°C| 1min
Annealing 55°C| 55s
Extension 72°C | 50s

AbschlufRextension 72°C8min

b) Agarose-Gel-Elektrophorese des PCR-Produktes

Als Gel wurde ein 1% Agarose-Gel hergestellt. Damurden 1g Agarose
(Invitrogen) mit 10ml TBE (Tris-Borat-EDTA Pufferiind 90ml HO in einem
Glaskolben auf eine Warmeplatte bei 250°C gestBld#r hineingelegte Magnet
diente zum gleichmaRigen Lésen der Agarose. Wearrldissigkeit klar war, wurde
sie von der Warmeplatte genommen. Zum Abkuhlen eaker Kolben unter einen
Abzug gestellt. Der lauwarmen Flissigkeit wurden Hthidiumbromid (Roth)
zugefugt. Der Fluoreszenz-Farbstoff Ethidiumbromidirde zum Detektieren
maoglicher DNA — Fragmente verwendet. Das Gel wimdgine entsprechende Form
in eine Gelkammer (Horizon 58, Whatman Biometrajjagsen. 2ul des PCR-
Produktes wurden mit 8,5ul DNA-Farbstoff verse&ine Gelkammer wurde mit
10ul dieses Gemisches beflllt. Gleichzeitig wurde eveitere Kammer mit 10ul
DNA-Standard bestlckt. Der DNA-Standard besteht2é&yd DNA-Ladder-Standard
(eine Losung von definierten DNA Fragmenten bis280 kbp, Invitrogen) und
380ul Bromophenolblau-Ficoll-Lésung.

Die Elektrophorese erfolgte bei 120V und 1x TBE wig als Laufpuffer.

Im UV-Licht (DNA UV-Meter. GeneRay, UV-PhotometeBiometra) konnte das
Gel betrachtet und zur Archivierung (Geldokumeptadsystem: BDA Digital,
Biometra) fotografiert werden. Das Gel sollte keBenden aufweisen. Eine leichte
unspezifische Farbung am Ende des Laufpuffers wakdeptiert.
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4.2.6.2 Reinheitskontrolle der RNA
Die Kontrolle auf Reinheit der RNA erfolgte ebemdgahittels Gel-Elektrophorese.

Da ein denaturierendes Gel aufgrund der technis@egebenheiten nicht mdglich
war, wurde ebenfalls wie unter Kapitel 4.2.6.11sdbegieben, ein 1% Agarose-Gel
hergestellt. Besondere Beachtung galt dabei, daf¥eiwendeten Gegenstande inkl.
der Gelschlitten RNase-frei waren. 2ug RNA wurdateueinem Abzug auf Eis mit

RNA-Ladepuffer auf 15ul aufgefullt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des RNA-Ladepuffers

Volumina in pl| Verwendete Substanzen
2 10x TBE

10 Formamid (Roth)

3,5 Formaldehyd (Roth)

2 Dye Loading Buffer (s. u
0,5 Ethidiumbromid (Roth)
4,5 RNase freies 0

Der RNA-Farbstoff bestand aus:
0,1g Bromophenolblau (Sigma)
50ul EDTA (pH 8/ 0,5M) (Sigma)
12,5ml Glycerin (100%, Merck)
25ul DEPC (Roth)

Die Substanzen wurden mit Aqua dest auf 25ml auftyeffur 12h bei
Zimmertemperatur gerihrt und autoklaviert. Ansdbdied konnte der Farbstoff bei
+4°C im Kuhlschrank gelagert werden.

Die Losung wurde 10min bei 65°C im Warmeblock inlkewbund anschlie3end auf
Eis zur Gelkammer getragen. Eine Kammer wurde ngiftl IRNA inkl. des
Ladepuffers befillt. Die Elektrophorese erfolgte 8V und mit 1x konzentriertem
TBE als Laufpuffer. Das Gel wurde ca. 3cm laufetaggen bzw. bis zwei ganz
leicht rotlich schimmernde Striche im Verlauf demtsprechenden Kammer zu

erkennen waren. Das Gel wurde ebenso unter UV-biegutachtet.
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Die RNA-Reinheit und somit dieVerwendbarkeit der RNir die RT-PCR ist
gegeben, wenn 2 klare Banden zu erkennen wareakignRNA ist durch die 18s
und 28s rRNA-Untereinheit zu erkennen. Meist ist 28s Bande doppelt so intensiv
sichtbar wie die 18s, und damit ein guter Hinweib\llstandig intakte RNA). Die

Ergebnisse wurden fotografisch festgehalten.

4.2.7 cDNA-Synthese und RT-PCR

4.2.7.1 Hintergrund der RT-PCR

Real-Time Reverse Transkriptase Polymerase-Keti&hom ist eine sehr sensitive
und zuverlassige Methode der Genexpressions-AnaMgeder RT-PCR ist die
Quantifizierung vieler, aber auch seltener Geneimer Probe gleichzeitig méglich.
Mit Hilfe eines Mikroarrays ist es zusatzlich matlj den Fokus auf viele Gene
eines bestimmten Prozesses zu setzen. Hier wudl&eBe untersucht, die bei der
Apoptose eine Rolle spielen. Zusatzlich sind aufzieuntersuchenden Platte flunf
sog. ,Housekeeping Genes" und zwei Negativ-Kontrolorhanden. Dieser Array
(APH-012Av1) wurde fur die Vorversuch und die Expente mit den MeWo-
Zellen (3h, 12,5uM Malassezin) verwendet. Fur MeW@b, 12,5uM Malassezin)
und WM115-Zellen (9h, 12,5 bzw. 25uM Malassezin) radeu der Array
(PAHO12Av3) verwendet. Der erste Array war nicht hmeerhaltlich. Der
Unterschied zwischen beiden Versionen besteht mcB®NA-Synthese-Methode
und den vorhandenen Kontrollen. Weiterhin beinhatesine Kontrolle auf gDNA,

drei Reverse Transkriptase Kontrollen, sowie dosifive PCR Kontrollen.

Tabelle 5: Zusammenstellung der im Array unterserci@ene

Position | Abklrzung Beschreibung des Genes

A0l ABL 1 V-abl Abelson murine leukemia viral onaowe
homologe 1

A02 AKT 1 V-akt murine thymoma viral oncogene hoowll

A03 APAF 1 Apoptotic protease activating factor

A04 BAD BCL 2-antagonist of cell death

A05 BAG 1 BCL 2-associated athanogene

A06 BAG 3 BCL 2-associated athanogene 3
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AQ7 BAG 4 BCL 2-associated athanogene 4

A08 BAK 1 BCL 2-antagonist/ killer 1

A09 BAX BCL 2-associated X protein

Al10 BCL 10 B-cell CLL/ Lymphoma 10

All BCL 2 B-cell CLL/ Lymphoma 2

Al2 BCL 2A1 BCL 2-related protein Al

BO1 BCL 2L1 BCL 2-like 1

B0O2 BCL 2L10 BCL 2-like 10 (apoptosis facilitator)

BO3 BCL 2L11 BCL 2-like 11 ( apoptosis facilitator)

BO4 BCL 2L2 BCL 2-like 2

BO5 BCL AF1 BCL 2-associated transcription factor

BO6 BFAR Bifunctional apoptosis regulator

BO7 BID BH 3 interacting domain death agonist

BO8 BIK BCL 2-interacting killer (apoptosis- indung)

B0O9 BIRC 1 Baculoviral IAP repeat- containing 1

B10 BIRC 2 Baculoviral IAP repeat- containing 2

B11l BIRC 3 Baculoviral IAP repeat- containing 3

B12 BIRC 4 Baculoviral IAP repeat- containing 4

Co1 BIRC 6 Baculoviral IAP repeat- containing 6 qkpn)

C02 BIRC 8 Baculoviral repeat- containing 8

C03 BNIP 1 BCL 2/adenovirus E1B 19kDa interactimgtein 1

co4 BNIP 2 BCL 2/adenovirus E1B 19kDa interactimgtein 2

C05 BNIP 3 BCL 2/adenovirus E1B 19kDa interactimgtein 3

C06 BNIP 3L BCL2/adenovirus E1B 19kDa interactimgtpin3-like

Co7 BRAF V-raf murine sarcoma viral oncogene horgdlo

Co08 CARD 4 Caspase recruitment domain family, membe

C09 CARD 6 Caspase recruitment domain family, mertbe

C10 CARD 8 Caspase recruitment domain family, merbe

Cl1 CASP 1 Caspase 1, apoptosis- related cystemegse
(interleukin 1, beta, convertase)

C12 CASP 10 Caspase 10, apoptosis-related cygisitease

D01 CASP 14 Caspase 14, apoptosis-related cygtemease

D02 CASP 2 Caspase 2, apoptosis-related cystentegse
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(neural precursor cell expressed, development

down- regulated 2)

ally

D03 CASP 3 Caspase 3, apoptosis-related cystemegse

D04 CASP 4 Caspase 4, apoptosis-related cystemegse

D05 CASP 5 Caspase 5, apoptosis-related cystentegse

D06 CASP 6 Caspase 6, apoptosis-related cystemegse

D07 CASP 7 Caspase 7, apoptosis-related cystemegse

D08 CASP 8 Caspase 8, apoptosis-related cystentegse

D09 CASP 9 Caspase 9, apoptosis-related cystemegse

D10 CD 40 CD 40 antigen (TNF receptor superfamignmber 5)

D11 CD 40LG CD 40 ligand (TNF receptor superfammtgmber 5,
hyper-IgM syndrome)

D12 CFLAR CASP 8 and FADD-like apoptosis regulator

EO1 CIDEA Cell death-inducing DFFA-like effector a

EO02 CIDEB Cell death-inducing DFFA-like effector b

EO3 CRADD CASP 2 and RIPK 1 domain containing adiptith
death domain

EO4 DAPK 1 Death-associated protein kinase 1

EO05 DFFA DNA-fragmentation factor, 45kDa,alpha paptide

EO06 FADD Fas (TNFRSF 6)-associated via death domain

EO7 FAS Fas (TNF receptor superfamily, domain 6)

EO8 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

EQ9 GADD 45A Growth arrest and DNA- damage- indigillpha

E10 HRK Harakiri, BCL 2 interacting protein (only H3
domain)

E11l IGF 1R Insulin-like growth factor 1 receptor

E12 LTA Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, memidgr

FO1 LTBR Lymphotoxin beta receptor (TNFR superfami
member 3)

FO2 MCL 1 Myeloid cell leukaemia sequence 1 (BCllated)

FO3 NOL 3 Nucleolar protein 3 (apoptosis repressih CARD
domain)

FO4 PYCARD PYD and CARD domain containing
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FO5 RIPK 2 Receptor-interacting serine-threonimeake 2

FO6 TNF Tumor necrosis factor (TNF superfamily, nbem?2)

FO7 TNFRSF 10A | Tumor necrosis factor receptor dapgly, member
10a

FO8 TNFRSF 10B Tumor necrosis factor receptor dapaly, member
10b

FO9 TNFRSF 11B | Tumor necrosis factor receptor dapely, member
11b (osteoprotegrin)

F10 TNFRSF 1A Tumor necrosis factor receptor s@veitiy, member
1A

F11 TNFRSF 21 Tumor necrosis factor receptor sapaly, member
21

F12 TNFRSF 25 Tumor necrosis factor receptor sapahy,member
25

G01 TNFRSF 7 Tumor necrosis factor receptor supelyamember 7

G02 TNFRSF 9 Tumor necrosis factor receptor supglyamember 9

GO03 TNFSF 10 Tumor necrosis factor (ligand) supeitfa member
10

G04 TNFSF 7 Tumor necrosis factor (ligand) supeiigmmember 7

GO05 TNFSF 8 Tumor necrosis factor (ligand) supeitfigrmember 8

GO06 TP 53 Tumor protein p53 (Li- Fraumeni- syndrpme

GO7 TP 53BP2 Tumor protein p53 binding protein, 2

GO08 TP73 Tumor protein p73

G09 TRADD TNFRSF 1A-associated via death domain

G10 TRAF 2 TNF receptor-associated factor 2

G111 TRAF 3 TNF receptor-associated factor 3

G12 TRAF 4 TNF receptor-associated factor 4

HO1 18rsRNA Human 18s ribosomal RNA

HO2 HPRT 1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase(L&sch-
Nyhan-syndrome)

HO3 RPL 13A Ribosomal protein L13A

HO4 GAPD Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HO5 ACTB Actin, beta
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HO6 ACTB Actin, beta bzw.GDC
HO7 ACTB Actin, beta bzw. RTC
HO8 ACTB Actin, beta bzw. RTC
HO9 ACTB Actin, beta bzw. RTC
H10 ACTB Actin, beta bzw. PPC
H11 ACTB Actin, beta bzw. PPC
H12 ACTB Actin, beta bzw. PPC

4.2.7.2 cDNA-Synthese und Bestlcken der RT-PCR Rlatsion 1

Zur cDNA-Synthese wird ein sog. ,RT-Cocktail* voreéet (RT First Strand Kit
C-01, SuperArray, SABioscience, Frederick, USA)bEmnhaltet:

Tabelle 6: “RT-Cocktail” zur cDNA-Synthese v1

RT-Cocktail Volumen pro Reaktion in p
Buffer BC (5x RT Buffer) 4

RNase-free bD 4

RI (RNase Inhibitor) 1

RE (Reverse Transkriptase) 1

10pl des “RT-Cocktails” wurden zu je 10ul RNA (2RYA mit RNase freiem O
auf 10ul aufgefullt) gegeben und fur 60min bei 37AC Thermocycler inkubiert.
Anschlie3end erfolgt eine Erhitzung fur 5min auf°’@5 Dies dient dazu, die
restliche RNA abzubauen und die Reverse Transkepia inaktivieren. Zu der
entstandenen cDNA werden 80ul doppelt-destillieviesser zugefigt, so dass das
Reaktionsprodukt ein End-Volumen von 100ul hat.

Die Platte wurde auf eine spezielle Plattenvortngtgestellt, damit die Aul3enseite
der Platte nicht kontaminiert wird.

Nun wurde der Array nach Vorschrift besttckt.

In die wells A1-H5 kommen im Verhaltnis 12,5: 1: 3 PCR 2x Master Mix (fertig
mitgeliefert im PCR Array), synthetisierte cDNA udd H0 insgesamt 25pl.

Fur die wells H6-H10 wird eine 10er Serien Verdimgareihe im Verhéaltnis 9:1
PCR 1x Master Mix mit einem Teil des Materials, etws im vorherigen well
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benutzt wurde, hergestellt. Begonnen wird mit deodBkt, das aus der Herstellung
fur die wells A1-H5 zurlckgeblieben ist.

Fur das well H11 wird ein 1pl einer 1:100 Verdunguder urspringlich
synthetisierten RNA mit 24ul 1x Master Mix hergdstals sog. ,no-reverse-
transkriptase“-Kontrolle (NRT). Dient zur Kontrolleb es zur Kontamination der
RNA mit genomischer DNA gekommen ist.

Das well H12 wird nur mit 25ul 1x Master Mix bestti@als sog. ,no-template®-
Kontrolle (NTC). Auch hier wird 0Uberprift, ob die dsungem mit DNA
kontaminiert ist.

Die Plattenoberflache wurde mit optisch-klaren diéandigen Folienstreifen

verschlossen.

4.2.7.3 cDNA-Synthese und Bestlcken der RT-PCR Rlatsion 3

Verwendet wurde der RTFirst Strand Kit C-03, SuperArray. 2pg RNA wurdeit
2ul GE (5x gDNA Eliminations Puffer) gemischt (&ldas Volumen <10ul war,
wurde dies mit RNase freiem Wasser auf 10ul aufgetind kurz zentrifugiert.

Die Mischung wurde bei 42°C fur 5min inkubiert, uadschlieend 1min auf Eis
gestellt.

Zu den 10ul gDNA Eliminations Mix wurden 10ul RT-€kbail zugegeben.

Der RT-Cocktail beeinhaltet:

Tabelle 7: “RT-Cocktail” zur cDNA-Synthese v3

RT-Cocktail Volumen pro Reaktion in p
BC3 (5x RT Buffer 3) 4

RNase-free bD 3

P2 (Primer u. Externer Kontroll- Mix) 1

RE 3 (RT Enzym Mix 3) 2

Die Mischung wurde bei 42°C fur 15min im Thermo&yclinkubiert. Zur
Degradierung der RNA und Inaktivierung der Rever§eanskriptase erfolgte eine
Erhitzung auf 95°C fur 5min.

Zu der entstandenen cDNA werden 91l doppelt-diestds Wasser zugefuigt, so

dass das Reaktions-Produkt ein End-Volumen von [114iu
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Um die Platte zu befiillen, wurde folgendes vermengt

Tabelle 8: Zusammensetzung des Experimental Cdskiai

2x SuperArray RTgPCR Master Mix 1275pl
Verdinnte cDNA 102l
ddH,0 1173pl
Endvolumen 2550u

Die Platte wurde auf eine spezielle Plattenvortnbptgestellt, damit die Aul3enseite
der Platte nicht kontaminiert wird.

In jedes well wurden 25ul Experimental Cocktail glegn.

Well H6 beinhaltet eine gDNA Kontrolle (GDC), digtnhren Primern sehr sensitiv
Kontamination mit nicht transkribierter gDNA detist.

Well H7-H9 enthalten eine Reverse Transkriptasetitie (RTC), die die Effizienz

der cDNA-Synthese Reaktion testet.

Well H10-H12 enthalten positive PCR Kontrollen (BP@ie die Effizienz der

eigentlichen Polymerase Kettenreaktion untersuchen.

Die Plattenoberflaiche wurde mit optisch-klaren duandigen Streifen

verschlossen.

4.2.8 RT-PCR

Die vollbestiickte Platte wurde zum Vermeiden vodrestden Blaschen kurz
zentrifugiert. Anschliel3end wurde die Platte in Serrichtung auf Eis zum Geréat
getragen.

Die vollbestlickte Platte (ohne Vorrichtung) wurdedien ABI Prism 7000 gegeben
und die RT-PCR mit folgendem Programm durchgefuhrt.



Material und Methoden -49 —

Tabelle 9: Programm fiir die RT-PCR im ABI 7000 Thecycler

Zyklen Dauer Temperatur
1 10 min 95°C
40 15s 95°C

1 min 60°C
Anmerkung:

Zyklus 1 wird zum Aktivieren der HotStart DNA Polgmase bendtigt.

Innerhalb des Ablaufes der RT-PCR wurde wahrend Atesealing-Schrittes von
jedem Zyklus die SYBR Green Fluoreszenz zur Prdligkong des
Reaktionsfortschritts detektiert.

Direkt im Anschluf3 an das PCR Programm starteteQualitatskontrolle ein sog.
Dissoziationskurven-Programm. Bei einer Temperat80° C sollte nicht mehr als
ein Peak in jeder Reaktion erscheinen.

Anmerkung: bei dem Gen ABL (well 1) waren immer As&chage bei >80°C zu
erkennen, deren Ursache nicht geklart werden koritgezeigten sich immer sehr

variable Ausschlage. Daher wurde das Gen Abl inAdiswertung nicht beachtet.

4.2.8.1 Auswertung nach derCt-Methode

Die Schwelle, der sog. Threshold, von der der €igVert berechnet wird, ab der
ein Gen Anderungen unterliegt, sowie die Festlegdeg Basislinie erfolgte mit
7000 System SDS Software 1.2.3.

Die Schwelle, ab der eine Anderung der Genexpressi® signifikant angesehen
wird, erfolgte mit deACt-Methode.

Die Auswertung nach deXACt-Methode erfolgte anhand der Excel-Arbeitsmappe,
die von SuperArray zur Verflugung gestellt wurde \{Dtad unter

http://www.superarray.com/pcrarraydataanalysis.php)
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4.2.8.2 Mathematische Erklarung d&sCt-Methode

Zurickzufuhren auf die inverse proportionale Beareh der threshold cycles
(Schwellenwert-Zyklus) und dem originalen Gen-Esgrenslevels, und der
Verdoppelung der Produktionsmenge mit jedem ZyKtasn fur jedes
interessierende Gen ein echter Expressions-Levalisgedrickt werden als:

L=2¢
Die Fluoreszenz wird immer am Anfang der expondatiePhase gemessen. Mit
dem Ct-Wet (threshold cycle= Schwellenwert-Zyklugjrd die Fluoreszenz

beschrieben, die erstmals signifikant Gber deretgrundfluoreszenz liegt.

Um den Expressionslevel eines interessierenden G&@d, Gene of interest) zu
einem Housekeeping-Gene (HKG) in Relation zu setmeM der Expressions-Level
beider Gene durcheinander geteilt werden:

2~-Ct(GOl)

— 2—[Ct(GOI)—Ct(HKG)] — 2—ACt
2—Ct(HKG)

Um den sog. fold change (Anderung, ab der ein GerReégulation unterliegt) der
Genexpression zu ermitteln, wird der Expressiorl@nes untersuchenden Gens
mit und ohne Stimulation (hier Malassezin) dividlier

2 -ACitTest
— n—-AACt

2—A CtKontrole

(AACt ensprichnCtTestACtKontrolle)

Daraus ergibt sich folgende komplette Kalkulation:

9~CY(GO)Test

Wt ~ 2-C(GO)-CHKG]Test ~ o-ACtTest e

2—Ct(GOI)KontroIIe - 2[Ct(GOI)—Ct(HKQ]KontroIIe_ 2—ACtKontrcEI -

2—Ct(HKQ Kontrolle
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5. Ergebnisse
5.1. Freisetzung der LDH als Mal3 fur Zellnekrosen

5.1.1 Bestimmung der optimalen Zellzahl/ well dsttdOH-Vorversuch

Zur Bestimmung de optimalen Zellzahl wurden 3000@&ellen in 6well Platten
ausgesat. Die LDH wurde nach 24, 48, 72, 96, 120,Stunden bestimmt (n=6) (bei
MeWo 120Std. n=5, bei WM115 120Std. n=5, 144Stdl)nBie low control wurde
jeweils 4fach und die high control 2fach bestimmit.

Beobachtet wurde das Verhalten der Zellen ohneeveefugabe von Nahrstoffen.
Bei beiden Zellreihen war innerhalb der ersten 4éh&n eine Konstanz im LDH-
Test der spontan zerfallenen Zellen zu erkennen.

Zwischen 72-144 Stunden Uberstieg die Rate spdptaerter Zellen teilweise die
der mit Triton-X-100 behandelten. Dies ist wahrscheh auf den fehlenden
Mediumwechsel zurtckzufuhren. Die maximal lysiert&@ellen wurden zum
Zeitpunkt 0 behandelt, wahrend die low control-2ellbis zum Verbrauch des
Mediums weiter gedeihen konnten. Die Dauer vonted&n war an der Grenze des
Zumutbaren fur die Zellkultur. Damit ist zu erklareveshalb ab dem 3. Tag die
Werte der low control die der high control teilneigberstiegen und innerhalb der
Messreihen schwanken (siehe auch Tabellen 22-3simang).

Fur den LDH-Test und die FacsAnalyse wurde fur zb#reihe MeWo die Zellzahl
auf 6000 Zellen/ 3ml Medium/ well festgelegt. DiI®H wurde in Verbindung mit
den Facs-Versuchen bestimmt. Aufgrund ihres langsamWachstumsverhaltens
mul3te die Zellzahl fur die Zellreihe WM115 auf 1000Zellen/ 3ml/ well festgelegt

werden.
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LDH- Vorversuch, MeWo nach 24 und 48h
2,5
]
—~ 2,0 3 q/
£ — —e— low control, 24h
<15 = i
.S , w// —=— high control, 24h
2101 = low control, 48h
o .
) high control, 48h
£ 05 * . | :
0,0 T T T T T T
3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Zellen/ well

Abbildung 5: LDH-Vorversuch: MeWo, 24h und 48h
(siehe auch Tabelle 22-27 im Anhang flr 72-144h)
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LDH- Vorversuch: WM115 nach 24h und 48h
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—=— high control, 24h
low control, 48h
high control, 48h

Abbildung 6: LDH-Vorversuch: WM115, 24h und 48h
(siehe auch Tabelle 28-33 im Anhang flr 72-144h)

5.2 LDH bei den untersuchten Substanzen

5.2.1

LDH bei Inkubation mit Malassezin

Die Zellreihen wurden jeweils mit unterschiedliché&onzentrationen (50uM-
3,125uM) Malassezin inkubiert. Die LDH wurde nach64 8, und 12 Stunden

bestimmt (n= 4).
Deutlich zu erkennen ist, dass die AbsorptionsweeteL DH innerhalb der ersten 12

Stunden bei MeWo < 0,23 nm und bei WM115 < 0,24 etragen. Die LDH
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istkonstant niedrig. Somit verhélt sich die LDH Hekubation mit Malassezin

ahnlich der unbehandelten Kontrollzellen.

LDH: MeWo Malassezin nach 4, 6, 8, 12h

1,4
12 T
€ 10 T T @ Malassezin, 4h
5 L]
< ® Malassezin, 6h
2 0 Malassezin, 8h
§ O Malassezin, 12h
<

3,125 6,25 125 25 50 Triton-
X-100

Konzentration von Malassezin (UM)

Abbildung 7: LDH: MeWo Malassezin nach 4, 6, 8, 1@+ 4)
(siehe auch Tabelle 34-37 im Anhang)

LDH: WM115 Malassezin nach 4, 6, 8, 12h

N
o

g 2,0 -|-_|_ T @ Malassezin, 4h

g 1,5 II | m Malassezin, 6h

S 1,0 II O Malassezin, 8h

(@] .

§ 05 - I I| O Malassezin, 12h
0,0 -

[ |
0 3125 6,25 125 25 50 Triton-
X100

Konzentration von Malassezin (uM)

Abbildung 8: LDH: WM115 Malassezin nach 4, 6, 8hlth= 4)
(siehe auch Tabelle 38-41 im Anhang)
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5.2.2 LDH im Vergleich zwischen Malassezin und 18&norin
Die Zellreihen wurden jeweils einzeln mit Malasseand Staurosporin fir 4, 6 und

8 Stunden inkubiert (n=1).

LDH: MeWo Malassezin und Staurosporin nach

4,6,8h —e— Staurosporin, 4h
g 8% » —=— Malassezin, 4h
g 82 7 Staurosporin, 6h
-%_ 8% // Malassezin, 6h
S e e g & .
2 0,1 —*— Staurosporin, 8h
'<?: 0 —e— Malassezin, 8h
Q ) < %) \) O Q
rb>'q/ Q)r‘]/ Nf],* v @ ,@
AN
A0
<&
Konzentrationen der Substanzen

(uM)

Abbildung 9: LDH: MeWo Malassezin und Staurosparath 4, 6, 8h
(siehe auch Tabelle 42-44 im Anhang)

LDH: WM115 Malassezin und Staurosporin nach
4,6, 8h
—e— Staurosporin, 4h
g 0,8 w —=— Malassezin, 4h
= 067 Staurosporin, 6h
2 0,4 .
‘é_ 0.2 . Malassezin, 6h
§ 0 —%— Staurosporin, 8h
< —e— Malassezin, 8h
O H P e P S :
s ©° N ~\_,
N
&
Konzentrationen der Substanzen
(UM)

Abbildung 10: LDH: WM115 Malassezin und Staurosparach 4, 6, 8h

(siehe auch Tabelle 45-47 im Anhang)
Trotz der Ubereinanderlagerung der einzelnen Zeitanklar zu erkennen, dass die

LDH bei beiden Zellreihen auf recht niedrigen Lebk¢ben.
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5.2.3 LDH im Vergleich zwischen Malassezin uridaphtoflavon

Da alpha-Naphtoflavon ein AHR-Partial-Antagonisdudalassezin ein schwacher
AHR- Agonist ist, wurde getestet, ob bei gleichgeit Behandlung der Zellkultur
sowohl mit oa-Naphtoflavon als auch mit Malassezin eine Aufheputes
Malassezin-Effektes zu verzeichnen ist.

Die Zellen wurden jeweils mit Malassezin uneNaphtoflavon einzeln, als auch
gemeinsam bei MeWo fiur 24 und 48 Stunden inkulgrertl).

Bei WM115 wurde fiir 48 (n= 2) und 96 Stunden (ninkubiert.

Eine aufhebende oder protektive Wirkung dedaphtoflavon war nicht ersichtlich.
Auf weitere Versuche wurde verzichtet.

Die LDH ist annahernd gleich. Zu beachten ist, dessder WM115-Reihe nach 96
Stunden der Leerwert enorm angestiegen ist, dilkuelr ist somit untergegangen,
wéahrend die Zellen, die mit den Substanzen inktibvenrden, gleichbleibend
niedrige Werte aufwiesen. Die LDH blieb bei Inkubat mit allen Substanzen

konstant niedrig. Der einzige limitierende Fakt@rwlie Zeit.
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LDH: MeWo Malassezin u. alpha- Naphtoflavon

nach 24h

20
E r .
£ 1,5 —e— Malassezin
.§ 1,0 —=— Naphtoflavon
o |
5 05 - '\'\' M+N
2 ~— 'LMJ\‘\‘Q—I_\\v .
< 0,0 T T T T T T T T T T T

Q9O D DO D H o b © Q.

SRRC IS LRI e D S
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&

Konzentrationen der Substanzen (uM)

Abbildung 11: LDH: MeWo Malassezin undNaphtoflavon nach 24h
(siehe auch Tabelle 48 im Anhang)

LDH: MeWo, Malassezin und alpha- Naphtoflavon

Konzentrationen der Substanzen (uM)

nach 48h
16 -
e 1,4 b /
£ 12 —e— Malassezin
c 1,0
2 0,8 + —s— Naphtoflavon
S04 St A
e—— AL e
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QP D D QP D P2 D>
oY S TR Y VT VO
&
<&

Abbildung 12: LDH: MeWo Malassezin undNaphtoflavon nach 48h

(siehe auch Tabelle 49 im Anhang)
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LDH: WM115, Malassezin und alpha-
Naphtoflavon nach 48h
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Konzentration der Substanzen (uM)

Abbildung 13: LDH: WM115 Malassezin undNaphtoflavon nach 48h
(siehe auch Tabelle 50 im Anhang)

LDH: WM115, Malassezin und alpha-
Naphtoflavon nach 96h

rs
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|
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/ —=— Naphtoflavon
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2,
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Konzentrationen der Substanzen (uM)

Abbildung 14: LDH: WM115 Malassezin undNaphtoflavon nach 96h

(siehe auch Tabelle 51 im Anhang)
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5.3 Differenzierung von Apoptose und Nekrose mittelFacScan-Analyse

Die Zellen wurden 4, 6, 8 und 12 Stunden mit dewziersuchenden Substanzen in
absteigenden Konzentrationen (50uM-3,125uM Malassekubiert.

Bei der Zellreihe MeWo ist bereits nach 4h einetliflshe apoptotische Verdnderung
der Zellen imFacScan insbesondere bei den Konzemtem 50uM-12,5uM zu
erkennen.

Diese Apoptose-typischen Verénderungen steigerinebation bis zu 8 Stunden
mit Malassezin weiter an, wahrend die Inkubatiom Vi Stunden nur mafRige
Veranderungen zeigt. Die Abbildung 19 zeigt, dassZellreihe MeWo bereits bei
den Kontrollzellen eine hohe Rate (um die 40%) é&pogcher Zellen aufweist.
Inkubationszeit-unabhéngig war ein sprunghaftertidgsapoptotischer Zellen ab
einer Konzentration von 25uM Malassezin zu erkenkangekehrt nimmt die Zahl
der vitalen Zellen ab. Die Anzahl nekrotischer gelivar konstant gering und ist auf

den spontanen Zerfall der Zellen zurtckzufthren.
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In folgender Abbildung wird exemplarisch die Puiiblken-Diagramme einzelner
Konzentrationen einer Messung dargestellt. EineeklRaosisabhangigkeit ist auf

einen Blick zu erkennen (n=5).

Annexin v FITC

=] =)
heWWo lowr control, 4h Mle W S0phA Malasserin, 4h
af_._ 1,8% g‘é_ 1,68%
o] 37% = [11,01% 87,31%
T Ta 0 10 10¢ T T 07 10 104

Annexin v FITC

104

Me™Wo

12,5p0d Ifalaszsezin, 4h

10¢

Tle™W o

3.125phd Malazsezin, 4h

1,34% gt 1,18%
36,94% = 33,16%%
10° o’ 107 10° 10+ o 10° 10° 0% 10+

Annexin W FITC

Annexin % FITC

Abbildung 15: Facs Dotplots MeWo 4h
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Abbildung 17: Facs Dotplots MeWo 8h
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Abbildung 18: Facs Dotplots MeWo 12h

MeWo: Zytotoxizitat nach 4, 6, 8h
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Abbildung 19: MeWo Zytotoxizitat von Malassezin hat 6, 8h

(siehe auch Tabellen 52-55 im Anhang)
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Auf die graphische Darstellung der Standardabweighwurde zum Zwecke der
Ubersicht (auch in den folgenden Abbildungen) \egt. Die Standardabweichung

ist jeweils im Tabellenanhang zu finden.

Im Folgenden sind exemplarisch die Histogramme algr Dotplots der Reihe

MeWo dargestellt
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Abbildung 20: Facs Histogramme MeWo 4, 6, 8, 12h
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Bei der Zellreihe WM115 war nach 4h mittels FacsaBtik nur minimale
apoptotische Veranderungen sichtbar. Aus AbbildBhgst zu entnehmen, daf’ die
Zahl apoptotischer Zellen bei Inkubation von 6h a&un und bei einer
Inkubationszeit von 8h am starksten ausgepragt asbenso wie bei MeWo sind
nach 12h nur moderate Verdnderungen sichtbar. Brd Zapoptotischer Zellen in
den Kontrollzellen liegt unter 20%. Nach 6h stieg dahl apoptotischer Zellen an,
wahrend die Anzahl vitaler Zellen abnahm, insbesomcbei Konzentrationen ab
25uM Malassezin. Die Anzahl nekrotischer Zellen wakonstant gering und

vernachlassigbar klein.

W15 low control, 4h TAWI115 S0pd Malassezin, 4h
Ei L
1,16% 0,44%
6,84% i 5,35%
102 10° 10* - o 10° 10° 10¢
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& S
0,73% 0.9%
4, 99%% s 92.;?_8%' 6, 32%
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Annexin ' FITC Annexin W FITC
|

Abbildung 21: Facs Dotplots WM115 4h
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Abbildung 22: Facs Dotplots WM115 6h
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Abbildung 23: Facs Dotplots WM115 8h




Ergebnisse

-67-

10¢

10¢

TANA115

I‘IU3

lowr control, 12h

10

1,18%

TAI115

S0t Malassezn, 124

0,25%

102

TALD

6,9%

10

10°

80,37%

15,34%

10%

10

10

0% 107 10+ 10° 107 10+
Arnexin % FITC Annexin v FITC
E: =
W15 12,50 Malassezin, 12h W15 3,125 Malassemin, 12h
E =l
0,25% ©O0,G6%
g‘_'ss,ﬁﬁ%' | 11% gr'go-jé%_:f: 2.95%
B T 107 10° 10+ 107 103 10*

Annexin v FITC

Annexin v FITC

Abbildung 24: Facs Dotplots WM115 12h
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Abbildung 25: WM115 Zytotoxizitat von Malassezinchad, 6, 8h
(siehe auch Tabelle 56-59 im Anhang)
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Im Folgenden sind exemplarisch die Histogramme algr Dotplots der Reihe

WM115 dargestellt
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Abbildung 26: Facs Histogramme WM115 4, 6, 8, 12h

5.3.1 Facs-Analytik: Zytotoxizitat venNaphtoflavon

Die Zellreihen wurden jeweils 4, 6, 8 und 12 Stundet a-Naphtoflavon als einzige
Substanz, als auch zusammen mit Malassezin inkubrerl).

In der Facs-Analyse war bei der Zellreihe MeWo gkeenen, dass die Zellen, die
ausschliel3lich mii-Naphtoflavon inkubiert wurden, ahnlich der Zellaie mit
Malassezin behandelt wurden, einen Apoptose-Am@il 20-40% aufweisen. Die
vitalen Zellen entsprechend zwischen 60-80% vaeier(Abbildung 27). Nach
Behandlung der Zellen mii-Naphtoflavon und Malassezin im Verhéltnis 1:1 war
schon bei geringen Konzentrationen ven3,125uM ein deutlicher Anstieg der
apoptotischen Zellen auf 60-80% zu erkennen, wihder Anteil vitaler Zellen
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entsprechend auf 20-40% sank (Abbildung 28). In Kienzentrations-Reihe von
503,125uM war nur ein malig stark ausgepragter bakonszeit-abhangiger
Anstieg der Apoptose-Rate zu verzeichnen.

In der Facs-Analyse der Zellreihe WM115 war dehbtldass die mii-Naphtoflavon
behandelten Zellen einen hohen Anteil vitaler Zefte80% aufwiesen (Abbildung
29). Der Apoptose-Anteil hielt sich mit20% in Grenzen.

Nach Inkubation der Zellen mit beiden Substanzériise deutliche Abnahme des
vitalen Anteils auf 60-70% zu erkennen, wahrend ajpmptotischen Zellen bei
3040% lagen (Abbildung 30). Eine Dosis-Abhangigksithien hierbei eher
unwahrscheinlich.

Bei beiden Zellreihen lag der Anteil nekrotischerll@n im unteren und somit im
akzeptablen Bereich.

Fazit: Die gleichzeitige Behandlung der Zellkultmit beiden Substanzen scheint
eher zu einer konzentrations-unabhangigen BahnamgMalassezin-Wirkung zu
fuhren (Abbildung 28). Bei der Zellreihe MeWo waieser Effekt starker
ausgepragt. Die Reaktion der Reihe WM115 war scherdausgepragt als unter der
alleinigen Behandlung mit Malassezin. Einen aufnelee EinfluR desao-

Naphtoflavon konnte nicht festgestellt werden (Adhlong 28 und 30).

MeWo: Zytotoxizitat von alpha- Naphtoflavon
nach 4, 6, 8, 12h

—e— Apoptose, 4h
90

80

e~ gl I
60 Apoptose, 12h

—a— Apoptose, 6h

S
c
Q
g °0 itale Zellen, 4h
N 40 —x— Mutale Zellen,
3 30 - 4\0\ _ e —e—\itale Zellen, 6h
T 20 I - = +— \itale Zellen, 8h
g 10 —\itale Zellen, 12h
0 | | | | o Nekrose, 4h
0 3,125 6,25 12,55 25 50
. Nekrose, 6h
Konzentration von alpha- Nekrose, 8h

Naphtoflavon (UM)
Nekrose, 12h

Abbildung 27: MeWo Zytotoxizitat von-Naphtoflavon nach 4, 6, 8, 12h
(siehe auch Tabelle 60 im Anhang)
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MeWo: Zytotoxizitat von alpha- Naphtoflavon und
Malassezin nach 4, 6, 8, 12h
—e— Apoptose, 4h
100
—m— Apoptose, 6h
S 80 — — Apoptose, 8h
c P .
% 60 - \itale Zellen, 4h
N '\k —x—\itale Zellen, 6h
3 40 / \*\x —e—\itale Zellen, 8h
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< 0l -~— = —_" | |——Nekrose, 4h
0 3125 625 125 25 50 Nekrose, 6h
Konzentrationen 1:1 (uM) Nekrose, 8
Nekrose, 12h

Abbildung 28: MeWo Zytotoxizitat von-Naphtoflavon u. Malassezin n. 4, 6, 8,12h
(siehe auch Tabelle 61 im Anhang)

WM115: Zytotoxizitat von alpha- Naphtoflavon
nach 4, 6, 8, 12h
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120
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o 20 4 . .
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0 T T T T T T - 1
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Naphtoflavon (uM)

Nekrose, 12h

Abbildung 29: WM115 Zytotoxizitat von-Naphtoflavon nach 4, 6, 8, 12h
(siehe auch Tabelle 62 im Anhang)
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Abbildung 30: WM115 Zytotoxizitat vom-Naphtoflavon u. Malassezin n. 4, 6, 8,

12h (siehe auch Tabelle 63 im Anhang)

5.3.2 Facs-Analytik: Zytotoxizitat von Staurosporin

Die Zellreihen wurden jeweils 4, 6, 8 Stunden nt@ugosporin inkubiert (n=1).

Nach Inkubation der Zellreihe MeWo mit Staurospasiar nicht zu erkennen, dass

Staurosporin einen Einflu3 auf die Zellkultur hate im FacScan erhaltenen Daten

variierten zu stark.

Bei der Zellreihe WM115 war bis zu einer Konzentnatvon 25uM Staurosporin ein
ahnliches Verhalten zu beobachten wie bei Konteti#n. Es war eine Konstanz im
Anteil der vitalen Zellen zu beobachten, der beé80% lag. Entsprechend war der
Anteil apoptotischer Zellen geringer. Bei 50uM Staporin war eine Abnahme
vitaler und eine Zunahme apoptotischer Zellen keramen. Der Anteil nekrotischer
Zellen war verschwindend gering. Dieser Effekt yetoch geringer ausgepragt als

unter dem ausschlieRlichen EinfluRR der Zellen nelddsezin.
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Anteil der Zellen (%)
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Abbildung 31: MeWo Zytotoxizitat Staurosporin natht, 8h
(siehe auch Tabelle 64 im Anhang)

Anteil der Zellen (%)

WM115: Zytotoxizitat von Staurosporin nach

4,6, 8h

100

X—x K———,—
80 ¢ e &x
60 \\\
40 —
20 '//‘
0 B e S

0 3,125 6,25 125 25 50

Konzentration von Staurosporin (UM)

—e— Apoptose, 4h
—a— Apoptose, 6h
Apoptose, 8h
vitale Zellen, 4h
—x— \itale Zellen, 6h
—e— \itale Zellen, 8h
—+— Nekrose, 4h
—— Nekrose, 6h
Nekrose, 8h

Abbildung 32: WM115 Zytotoxizitat Staurosporin nagh6, 8h
(siehe auch Tabelle 65 im Anhang)
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5.4 Fotos der Zellkultur

Im Lichtmikroskop wurden bei beiden Zellreinen wtéindig abgeléste und zu
Kugeln verformte Zellen ab einer Konzentration ven 100uM Malassezin
unabhangig von der Inkubationszeit gesehen (Fotm 7). Bei Konzentrationen
50-100uM wurden hauptsachlich ab 6h Inkubationszeitohl abgeldste als auch
adharente Zellen beobachtet (Fotos 4 und 8). DieaAl adharenter zu abgeldsten
Zellen war in etwa gleich. Konzentrationen < 50padigten Inkubationszeit-
unabhangig eine vollstédndige Adharenz der Zelletad$5 und 9), so wie sie auch
bei den nativen Zellen (Fotos 2 und 6) zu seheremvaiis auf die geringe Anzahl
spontan zerfallener Zellen.

Exemplarische Darstellung der Morphologie der 4étlk

Foto 2: MeWo: Zellen nativ Foto 3: MeWo: 200uM Msdazin, 8h

Foto 4: MeWo: 50uM Malassezin, 8h Foto 5: MeWo: BbMalassezin, 8h
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Foto 6: WM115: Zellen nativ Foto 7: WM115: 100uM Messezin, 8h

Foto 8: WM115: 50uM Malassezin, 8h Foto 9: WM118,5uM Malassezin, 8




Ergebnisse - 75-

5.5 Molekulargenetische Methoden

5.5.1 Bestimmung der DNase Konzentration in Losurd)Reinheitskontrolle deren
RNA

12345
Foto 10: MeWo gDNA nach DNast

Verdau untersch. Konzentrationen (n=[L)

D
1

1 2 3 4
Foto 11: MeWo RNA entsprechend gu
Foto 10

1.Kammer: 2fache DNase Konzentration
2. Kammer: 1,5fache DNase Konzentration
3. Kammer: 1fache DNase Konzentration
4. Kammer: ohne DNase

5. Kammer: Standard

Deutlich sichtbar sind vorhandene DNA-Banden ohiage-Verdau in Losung.
Bei der Zellreihe MeWo wurde der 1,5fache DNaseedeargewahilt.
Gleich welche Konzentration an DNase verwendet wurdind zwei klar

abzutrennende reine RNA-Banden im Foto 12 zu es®nn
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1 2 3 45
Foto 12: WM115 gDNA nach DNas¢

Verdau untersch. Konzentrationen

D
1

1 2 3 4
Foto 13: WM115 RNA entsprechend zu Foto

Kammeraufteilung siehe Foto 10:

12

Bei 1fachem Verdau ist noch eine schwache Bandetbsic Fir die Zellreihe
WM115 wurde der 2fache DNase-Verdau in Losung vedeée

5.5.2 Agarose-Gel-Elektrophorese des PCR-Prodyktestrolle auf gDNA)

Foto 14: MeWo gDNA Foto 15: WM115 gDNA
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5.5.3 Reinheitskontrolle der RNA

Foto 16: MeWo RNA Foto 17: WM115 RNA

5.5.4 Ergebnisse der optischen Dichte Messung WA &d cDNA

In den folgenden 8 Tabellen sind die einzelnen Mes®, sowie der errechnete
Grad der optischen Dichte von RNA und cDNA im Spmuhhotometer aufgelistet
(siehe auch Kapitel 4.2.5.5). Diese ndherungswalsschatzung der Reinheit der
RNA bzw. cDNA wurde bendétigt, da nur nur mit reinerodukten fur die RT-PCR
weitergearbeitet werden durfte.

Tabelle 10: Daten der OD-Messung der RNA zur néaiggweisen
Konzentrationsbestimmung, MeWo, 3h, 12,5uM

Kontrolle | Probe 1| Probe 2

A2e0 0,556 0,73 0,419
Azgo 0,352 0,567 0,207
A269/280 1,911 1,63 2,024
ODgna 311,36 408,8 234,64

RNA-Gehalt (ug/25pl) 7,784 10,22 | 5,866

Es sind die Werte dargestellt und der abschlieR&MNi&-Gehalt errechnet worden

Tabelle 11: Daten der OD Messung der RNA, MeWo,1Z0%uM

Kontrolle | Probe 1| Probe 2

A260 1,144 0,651 | 0,582
Azgo 0,587 0,318 0,284
A269/280 1,998 2,044 | 2,000
ODrna 640,64 364,56 325,92

RNA-Gehalt (ug/25ul) 16,016 | 9,114 | 8,148
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Tabelle 12: Daten der OD Messung der cDNA, MeWo,12h5uM

Kontrolle | Probe 1| Probe 2
A260 0,048 0,036 0,209
Ao 0,029 0,025 0,128
A260/280 1,741 1,565 1,651
ODcpna 240 180 1045
cDNA-Gehalt (ng/ul) 0,24 0,18 1,045

Tabelle 13: Daten der OD Messung der cDNA, MeWo12/5uM

Kontrolle | Probe 1] Probe 2
Azso 0,066 0,079 | 0,04
A2s0 0,04 0,045 | 0,024
A260/280 1,833 1,681 | 1,538
ODcpna 330 395 200
cDNA-Gehalt (ug/ul) 0,33 0,395 | 0,2

Tabelle 14: Daten der OD Messung der RNA, WM115,1Zh5uM

Kontrolle | Probe 1| Probe 2
A260 0,842 0,553 0,961
A2so 0,418 0,263 0,481
A260/280 2,024 2,071 2,023
ODgrna 471,52 309,68| 538,16
RNA-Gehalt (ug/25p1) 11,788 | 7,742 | 13,454

Tabelle 15: Daten zur OD Messung der RNA, WM115,Z8uM

Kontrolle | Probe 1] Probe 2
Azso 0,383 0,214 | 0,238
Aszgo 0,184 0,103 0,115
A260/280 2,048 2,078 2,106
ODgrna 214,48 119,84 133,28
RNA-Gehalt (ug/25ul) 5,362 2,996 | 3,332
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Tabelle 16: Daten der OD Messung der cDNA, WM115,12,5uM

Kontrolle | Probe 1| Probe 2

A2e0 0,065 0,263 | 0,057
A2so 0,041 0,163 | 0,039
A260/280 1,585 1,602 | 1,583
ODc¢pna 325 1315 285

cDNA-Gehalt (pg/ul) 0,325 1,315 | 0,285

Tabelle 17: Daten der OD Messung der cDNA, WM115,Z5uM

Kontrolle | Probe 1| Probe 2

Azeo 0,071 0,046 0,046
Azgo 0,049 0,027 0,026
A260/280 1,448 1,84 1,679
ODcpna 355 230 230

cDNA-Gehalt (ug/ul) 0,355 0,23 0,23

5.6 Resultate der RT-PCR

5.6.1 RT-PCR-Vorversuche

Die ersten erhaltenen RT-PCR-Ergebnisse gaben eirsten Anhalt, welche Gene
im Apoptose-Verlauf der untersuchten Melanomzelterolviert sind. Sie wurden
nicht fir die entgultigen Resultate verwendet, d@a Kontrollen auf gDNA noch
positiv waren, was dazu fuhrte, dass die Schwelte Boch gesetzt werden musste.
Bei den entgultigen Versuchen wurde in Anlehnunglas RT-PCR Array Manual
festgelegt, dass ab einem Ct-WerR ein Gen reguliert wurde. Dies war durch die
Aufreinigung moglich. Eine signifikante Regulatitand statt, wenn der p-Wert

< 0,005 und hochsignifikant, wenn der p-Wer0D,001 war.

Siehe Tabelle 66 (WM115, Vorversuch 1) und 67 (WBl1¥orversuch 2) fur die
Resultat der RT-PCR nadnCt-Methode.
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5.6.2 MeWo, 3h Inkubationszeit mit 12,5uM Malassezi

Fold difference (Samplel/2)

Row

Column

Abbildung 33: MeWo 3h, 12,5uM Malassezin, Ergebmisach deAACt-Methode
(siehe auch Tabelle 68 im Anhang)
Hier wird kein Wert auf einzelne Gene, sonderngerblick gegeben
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Tabelle 18: MeWo 3h, 12,5uM, Resultat der RT-PCRhnAACt-Methode.
Uberblick einiger wichtiger regulierter Gene (kowmipé Tabelle siehe Tabelle 68 im

Anhang)

Hochregulierte Herrunterregulierte

Gene Gene

Gen Fold p-value | Gen Fold p-value
change change

AKT1 2,29 0,0005 | BCL2A1 -4,42 0,0001

BAD 3 0,0045 | BCL2L10 -2,13 0,6067

BAK 1 3,19 0,0405 | BCLAF1 -2,37 0,9025

BCL2L2 2,01 0,0186 | BIRC1 -2,09 0,6501

CD40 2,40 0,0206 | BIRC2 -2,92 0,3679

DAPK1 2,21 0,0087 | BIRC3 -2,37 0,9857

FADD 2,39 0,0043 | BIRC 8 -4,37 0,5686

HRK 3,98 0 BRAF -2,38 0,9235

IGF1R 2,11 0,0044 | CASP 5 -3,10 0,6299

LTA 3,24 N/A CIDEA -3,18 0,8153

NOL 3 5,10 0,0049 | CIDEB -2,76 0,1527

PYCARD 2,38 0,0326 | TNF -2,01 0,7145

TNFRSF10B 2,04 0,0152 | TNFRSF7 -2,43 0,7589

TNFRSF 25 5,10 0,0185 | TNFSF 10 -8,79 0,0566

TRADD 2,48 0,0128

TRAF2 2,49 0,0028

TRAF 4 5,14 0,0115

RPL13A 3,68 0,0114
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5.6.3 MeWo, 9h Inkubationszeit mit 12,5uM Malassezi

Fold Difference (Test/Control)

Column

Abbildung 34: MeWo 9h, 12,5uM Malassezin, Ergebmisach deAACt-Methode
(siehe auch Tabelle 69 im Anhang)

Tabelle 19: MeWo 9h, 12,5uM, Resultat der RT-PCBhie\Ct-Methode
Uberblick einiger wichtiger regulierter Gene (kowmipé Tabelle siehe Tabelle 69 im

Anhang)

Hochregulierte Herrunterregulierte

Gene Gene

Gen Fold change| p-value Gen Fold | p-value
change

AKT 1 4,21 0,004 | BAG1 -2,07 0,0036

BAD 5,56 0,0029 | BNIP 3 -2,35 0,1615

BAG 4 2,44 0,0050 | CD 40 -3,00 0,4734

BAK1 2,04 0,0403 | DAPK 1 -3,98 0,1568

BAX 3,39 0,0238 | HRK -14,64 0,2823

BCL 2Al 4,41 0,0106 | RPL 13A -2,11 0,2540

BCL 2L1 4,45 0,0186
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BIRC 2 4,62 0,0849
BIRC 3 14,28 0,0395
BIRC 8 3,43 0,0761
CARD 6 6,87 0,0764
CARD 8 3,69 0,1193
CASP 1 712,72 0,0190
CASP 10 10,47 0,0048
CD40LG 2,99 0,1542
CFLAR 4,43 0,0350
CIDEA 21,04 0,0042
FAS 15,77 0,0269
FASLG 9,64 0,0333
GADD45A 6,84 0,0352
LTA 5,57 0,0692
MCL1 2,83 0,1568
TNFRSF10B 4,72 0,0366
TNFRSF11B 13,12 0,0499
TNFRSF1A 9,18 0,0455
TNFRSF21 20,02 0,0399
TNFRSF25 48,73 0,0164
TNFRSF9 2,06 0,0129
TNFSF10 6,23 0,0952
CD70 171,92 0,0127
TNFSF8 3,52 0,0532
TP53 2,50 0,0590
TRAF3 2,23 0,021
TRAF4 4,51 0,0928
B2M 2,27 0,0580

In der Ubersichtsgraphik der MeWo Reihe ist zu enan, daR einige Gene reguliert
werden. Hierzu zahlen insbesondere proapototisciiglidier der BcL-2-Familie,

sowie nach 9h die IAP's (Inhibitors of apptosistents). Die Caspasen werden
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kaum einer Regulation unterworfen. Weiter werd&+IRezeptoren, Liganden und

deren Adaptermolekile aktiviert.

5.6.4 WML115, 9h Inkubationszeit mit 12,5uM Malasse

Fold Difference (Test/Control)

Column

Abbildung 35: WM115 9h, 12,5uM Malassezin, Ergebainach deAACt-Methode
(sieh auch Tabelle 70 im Anhang)

Tabelle 20: WM115 9h, 12,5uM, Resultat der RT-P@RMAACt-Methode
Uberblick einiger wichtiger regulierter Gene (kowipd Tabelle siehe Tabelle 70)

Hochregulierte Herrunterregulierte

Gene Gene

Gen Fold change| p-value Gen Fold | p-value

change

HRK 2,50 0,0404 | BCL 2L1 -2,21 0,1024

TNFRSF9 3,13 0,0485 | BCL 2L10 -3,56 0,2486
BIRC 3 -4,68 0,0051
CASP 10 -3,45 0,0122
CASP 5 -2,03 0,3113
CD40LG -2,04 0,0002
CIDEA -2,49 0,0035
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5.6.5 WM115, 9h Inkubationszeit mit 25uM Malassezin

Fold Difference (Test/Control)

Column

Abbildung 36: WM115 9h, 25uM Malassezin, Ergebnisaeh dennACt-Methode
(siehe auch Tabelle 71 im Anhang)

Tabelle 21: WM115 9h, 25uM, Resultat der RT-PCRnasCt-Methode

Uberblick einiger wichtiger regulierter Gene (kowmipé Tabelle siehe Tabelle 71 im

Anhang)

Hochregulierte Herrunterregulierte

Gene Gene

Gen Fold change| p-valu Gen Fold | p-value

change

CD40 2,13 0,6172| AKT1 -4,48 0,2499

DAPK1 2,02 0,1042| APAF1 -3,53 | 0,0281

HRK 11,08 0,1524| BAD -3,72 0,3123
BCL2L1 -6,49 0,1011
NAIP -2,58 0,0128
BIRC2 -3,43 0,0005
BIRC3 -8,1 0,0007
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BIRC4 -2,98 0,0102
CARDS8 -2,1 0,0300
CASP10 -14,77 | 0,0093
CASP2 -2,95 0,1274
CD40LG -2,49 0,0087
CFLAR -2,20 0,0667
CIDEA -2,91 0,0014
FADD -2,01 0,5595
FASLG -2,22 0,0201
TNFRSF10A -3,67 0,2181
TNFRSF10B -2,23 0,1088
TNFRSF1A -2,93 0,1533
TNFRSF21 -2,71 0,0002
TNFRSF25 -2,51 0,3736
TP53 -2,28 0,1280
TRAF2 -3,88 0,1929
TRAF3 -3,31 0,0668
TRAF4 -2,3 0,0901

Bei der Zellreihe WM115 werden im Vergleich ur MeVReihe deutlich weniger
Gene reguliert. Ebenfalls wird das HRK als proaptgthe Bcl-2-Mitglied. Jedoch
zeigt sich keine signifikante Regulation von To@®esmotoren. Jedoch kommt es zu

einer Herrunterregulation der IAP’s.
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5.7 Einflul des verwendeten Lésungsmittels DMSO aufie Parameter

Da DMSO madglicherweise ein mebrangangiges Losurttsmst, wurde dessen
Einflul3 auf die Zellkuktur Gberpruft.

5.7.1 LDH, DMSO-Kontrolle

DMSO- Kontrolle: MeWo nach 4, 6, 8, 12 Stunden
1,2
@ 1,0 /”
£ 0,8
% 0,6
g 0,4 A ———__ / —e— DMSO- Kontrolle, 4h
g pe = l’%.’
0,2 —=— DMSO- Konrolle, 6h
0,0 \ \ \ w w w w DMSO- Kontrolle, 8h
Q Q/)fo 'bi\@ /\fo ,§;_> PR :\/00 DMSO- Kontrolle, 12h
N +
<&
N
Anteil an DMSO im Mediunv 3ml (ul)

Abbildung 37: LDH: MeWo DMSO-Kontrolle nach 4, 6, Bh
(siehe auch Tabelle 72-75 im Anhang)

DMSO- Kontrolle: MeWo nach 24, 48, 72 Stunden
1,2
£ w0 A
\E 0,8 / |
S 0,6 B —e— DMSO- Kontrolle,
S 04 = 24h
5 T ~J
2 0,2 —=— DMSO- Kontrolle,
< 0,0 : : : : ‘ : ‘ 48h
O » » L, L N O D DMSO- Kontrolle
/\ /\ /\‘\ N ) © ~N ’
'\,?) > Q:\*' 72h
N
Anteil an DMSO im Medium/ 3ml ( )

Abbildung 38: LDH: MeWo DMSO-Kontrolle nach 24, 48h
(siehe auch Tabelle 76-78 im Anhang)
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DMSO- Kontrolle: WM115 nach 4, 6, 8, 12 Stunden

1,2
~ 1,0 —
£ 0,8 —e— DMSO- Kontrolle, 4h
s 06 //
5 04 / —m— DMSO- Kontrolle, 6h
5 0.2 ; ./w———'“\';‘—-b-@"\ﬁ/
8 y
< 00 ‘ w w DMSO- Kontrolle 8h
QA & & .9 »© N O D
& ,b(\ A N © _\_;\9
% & DMSO- Kontrolle,
&L 12h
Anteil an DMSO im Medium/ 3ml

(W)

Abbildung 39: LDH: WM115 DMSO-Kontrolle nach 4, 8, 12h
(siehe auch Tabelle 79-82 im Anhang)

DMSO- Kontrolle: WM115 nach 24, 48, 72 Stunden

=
o
>

€ /
E 0,8
0,6 -
.5 / —e— DMSO- Kontrolle,
2 04 —t— 7/ 24h
2 0,2 -
8 —=— DMSO- Kontrolle,
< 0,0 : 48h
O o o ,9 o N O & DMSO- Kontrolle
A2 A? A7 N Y O N ;
N & 72h
N

Anteil an DMSO im Medium/ 3ml (ul)

Abbildung 40: LDH: WM115 DMSO-Kontrolle nach 24, 48h
(siehe auch Tabelle 83-85 im Anhang)
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5.7.2 Facs, DMSO-Kontrolle

Facs: MeWo, DMSO- Kontrolle nach 4, 6, 8, 12h

90 —e— Apoptose, 4h
80 - —=— Apoptose, 6h
g 70 W Apoptose, 8h
c 60 - — Apoptose, 12h
% >0 \\ -—/"/ —*— vitale Zellen, 4h
5 40 1 —e— vitale Zellen, 6h
% 30 - o \'/ S e —t+— vitale Zellen, 8h
g 20 - " | |——vitale Zellen, 12h
10 Nekrose, 4h
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Nekrose, 6h
0 094188375 75 15 30 60 Nekrose, 8h
DM SO- Anteil (pl/3ml) Nekrose, 12h

Abbildung 41: Facs MeWo DMSO-Kontrolle nach 4, 618h
(siehe auch Tabelle 86-89 im Anhang)

Facs: WM115, DMSO- Kontrolle nach 4, 6, 8, 12h
100 —e— Apoptose, 4h
—=— Apoptose, 6h
S 80 - W Apoptose, 8h
5 Apoptose, 12h
= 60 :
3 —x— vitale Zellen, 4h
g 40 —e— vitale Zellen, 6h
D —+— vitale Zellen, 8h
< 20 7 X V/’\.\\AZAF Wi, | |— vitale Zellen, 12h
01— — : : ‘ : ‘ ‘ Nekrose, 4h
0 094 1,88 375 75 15 30 60 Nekrose, 6h
DMSO- Anteil (l/3mi) Nekrose, 8h
Nekrose, 12h

Abbildung 42: Facs WM115 DMSO-Kontrolle nach 48612h
(siehe auch Tabelle 90-93 im Anhang)
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Fazit: ein EinfluBR des Losungsmittels DMSO auf dfllkultur ist nicht

anzunehmen. Die geringen Schwankungen sind auf rdelst beeinflussbare
Wachstum der Zellkultur per se zu erklaren. Dielefel die ausschliel3lich mit
DMSO behandelt wurden, bewegen sich im erwartetereiBh entsprechend den
Anteilen an nekrotischen, apoptotischen und vitalsllen der Kontrollzellen.
Ebenso sind ansteigende LDH-Werte auf einen Vedbrauwes Mediums
zuruckzufihren und nicht auf eine toxische Wirkaieg DMSO.

Auf eine Kontrolle mit DMSO wurde beim kostenaufwlezen PCR-Array

verzichtet.
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6. Diskussion

Das maligne Melanom ist ein in seinem Vorkommen stéigender Tendenz zu
beobachtender Tumor, der hauptséchlich in der welRevilkerung auftritt. Der
derzeit diskutierte Klimawandel mit einer auf Davermehrten Sonneneinstrahlung
in Mitteleuropa bei nicht adaquatem Schutz wird dehl an Melanompatienten
vermutlich noch steigen lassen. Problematisch wied Behandlung des malignen
Melanoms, wenn ein Stadium der Fernmetastasief®nd\() erreicht ist. Dann sind
vornehmlich nur noch palliative Therapieansatze Irbg

Malassezin, ein Indolderivat, das als Bestandteis d'on Mayser et al. neu
entdeckten Tryptophan-Stoffwechselweges Malassezia furfur isoliert und
synthetisiert wurde (59), ist in der Lage in priex@humanen Melanozyten Apoptose
auszulosen (44).

In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals untensueerden, ob das Indolderivat
Malassezin ebenfalls einen Einfluss auf die beilslanomzellreihen MeWo und
WM115 hat.

Da die Substanz chemisch-synthetisch zuganglich (@@ und somit in gréf3eren
Mengen verfugbar, konnte sie fur Zellkulturexpenmee eingesetzt werden. An
biologischen Eigenschaften war bekannt, dass esCgaschrom P450 System in
Hepatozyten von Ratten induziert (61) und Eigenehaines AH-Rezeptor besitzt.
Malassezin hat einen apoptotischen Einflul3 aui\alte Melanozyten.

Nach Inkubation der Zellen mit den verschiedenemzéantrationen an Malassezin
konnten lichtmikroskopisch eindeutige Veranderureplachtet werden. In der
einmalig untersuchten héchsten Konzentration vo@uM waren hauptsachlich
vollig abgerundete, inadharente Zellen zu erkennBei allen niedrigeren
Konzentrationen nahm die Zellkultur ihre naturlicle@er dentritische Form an, die
Adhérenz der Zellen blieb erhalten.

Lichtmikroskopisch ist, trotz erkennbarer morphasoer Verdnderungen, keine
Aussage zu treffen, um was fir eine Art von Ver@ndgen es sich handelt. Ebenso
diente der begleitende LDH-Test lediglich dem Naeisw dass das Malassezin
keinen toxischen Einfuld auf die kultivierten Zelleat, und es sich somit zumindest
nicht um Nekrose-spezifische Veranderungen handsdiedenen tblicher Weise die
LDH deutlich ansteigt.
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Aus diesen Grunden wurden in dieser Arbeit mehreneterschiedliche
apoptosespezifische Nachweismethoden durchgefiihrt.

Zu den apoptosespezifischen Methoden gehort die lys@ma mittels
DurchfluBzytometer. Den Zellen werden nach spezielAufarbeitung zwei
Fluoreszenzfarbstoffe zugegeben. Annexin V FITCheit sich in denjenigen Zellen
an, die den apoptotischen Stoffwechselweg eingagehlhaben, wahrend die mit 7-
AAD angereicherten Zellen kennzeichnend fir Nekrsisel. Im Facs konnen die
entsprechend markierten Zellen unterschieden werde

Die Apoptose wurde nicht nur bestatigt, sonderrhaals dosisabhéngige Reaktion
charakterisiert. Steigende Malassezin Konzentratiorflihrten zur verstarkten
Ausbildung apoptotischer Veradnderungen. Die Zdikgai unterschieden sich hier

bereits deutlich voneinander.

Bisher liegen nur wenige Daten Uber Apoptose-Indakimit unterschiedlichen
Substanzen bei den hier getesteten Melanomzelireibe Jiang et al. konnte 2008
eine Apoptose-spezifische Verdnderungen mittelss Facurch Cycloheximid
nachweisen. Jedoch handelte es sich hierbei um reim@ée und nicht um eine
humane Melanomzellreihe (35).

Bei der Zellreihe MeWo tritt bereits eine deutlichgoptose bei Malassezin-
Konzentrationen zwischen 12,5-25uM auf. Neben diese
Konzentrazionsabhangigkeit war eine Abhangigkeitn vder Inkubationszeit
erkennbar, die bereits nach 4 Stunden sichtbaun@mnach 8 Stunden ihr Maximum
aufwies. Im Vergleich hierzu betrug bei Jiang ketdae Einwirkungszeiten des
Cycloheximids 12, 24 und 48h. Sollte Apoptose ineizwerden, mufd bei diesen
Zeitpunkten bereits definitiv eine Apoptose abgtdaisein im Gegensatz zu der hier
verwendeten Versuchsanordnung. Hier wurde die Agsapbereits nach 4h, also in
einem frihen Stadium erfal3t.

2008 zeigte Montgomery et. al , dal’ der endotleeREzeptor B Antagonist ebenso
wie bei den hier vorliegenden Daten zeit-und ddgjéagig Apoptose auslésen und
das Zellwachstum deutlich reduzieren kann (46, B@rbei handelte es sich mit
A375 um eine humane Melanomzellreihe epithelialemsptiings (46), die
vergleichbar mit der verwendeten Reihe WM115 ist.
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Auch hier zeichnete sich eine Dosisabhangigkeitdad,bei 12,5uM moderat war.
Bei 50uM waren die Anteile vitaler und apoptotsctZellen nahezu identisch.
Trotz der geringer ausgepragten Wirkung von Malaasear bei WM115 ebenso
eine Abhangigkeit von der Inkubationszeit deutlittach 4 Stunden waren nur
minimale Veranderungen erkennbar, wahrend die \dm@émgen nach 6 und 8
Stunden sich in etwa die Waage hielten. Wiederutmarszumerken, daf3 die
Einwirkungszeiten, bei denen Montgomery Apoptosehgawiesen hat, bereits 9
(bzw. 24 und 72) Stunden betrugen.

Weshalb bei beiden Zellreihen nach 12 Stunden rioe @eringe Wirkung

festzustellen war, blieb bis zuletzt ungeklart. D&poptose-Vorgang ist ein
Einbahnstrallenweg. Zwar kann er nur gering ausgepein oder nicht vollstandig
ablaufen. Aber eine Reversibilitat nach evtl. Nasken der Malassezin-Wirkung ist

bisher unbekannt.

Die Facs-Analytik mit der Inkubation vom-Naphtoflavon und Malassezin ergab,
dass inshesondere bei MeWo bereits bei niedrigenz&atrationen von 3,125uM im
Verhéltnis 1:1 ein starker Anstieg apoptotischelietezu sehen war, wahrend die
Zahl vitaler Zellen entsprechend abnahm. Dieserbbeatete Effekt ist nahezu
Inkubationszeit-unabhangig.

Bei der Zellreihe WM115 war ein ahnlicher Effekttsibar, dieser war jedoch nicht
so stark ausgepragt.

Demgegeniber verhielten sich ausschliel3lich miNaphtoflavon behandelte
Kulturen beider Zellreihen wie der Leerwert ohnglighe Zugabe von Substanz.
Obwohl o—Naphtoflavon als AHR-Partial-Antagonist eher veremuliel3, dass es zu
einer Abschwachung oder Aufhebung der MalassezikWdg durch
Konformationsanderung am Rezeptor (27) fuhrt, sthet Naphtoflavon eher einen
bahnenden Einflul? fir das Malassezin in diesenelpeseklireinen zu haben.

Ebenso wurde eine Wirkung von Staurosporin als iaiest Apoptose-Initiator in

Verbindung mit Malassezin getestet.
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Nach Inkubation der Zellreihe MeWo mit Staurospowar kein Einflul3 auf die
Zellkultur erkennbar, weil die im FacScan erhalteDaten zu stark variierten.

Bei der Zellreihe WM115 war bis zu einer Konzentnatvon 25uM Staurosporin ein
ahnliches Verhalten zu beobachten wie bei den Ktnéllen. Es war eine Konstanz
im Anteil der vitalen Zellen zu beobachten. Entspend war der Antell
apoptotischer Zellen geringer. Bei 50uM Staurospasr eine Abnahme vitaler und
eine Zunahme apoptotischer Zellen zu erkennen.eDigffekt war jedoch geringer
ausgepragt als unter dem ausschliel3lichen EintuldWalassezin.

Da es sich bei Staurosporin ebenfalls um einen AfdeRtor Agonist handelliggt
die Vermutung nahe, dass die Inkubation beider tAnken zu einer Verstarkung
bzw. Potenzierung der appototischen Wirkung fulries konnte jedoch nicht
bestétigt werden. Im Gegenteil die Behandlung delted mit beiden Substanzen

zusammen fuhrt zu einer Abschwéchung deren apephair Wirkung.

Bei der Zellreihe MeWo ist deutlich, dass bereiég&m 3h bei einer Konzentration
von lediglich 12,5uM Malassezin Apoptose-spezifesc@ene herrunterreguliert
werden, deren Intensitdt nach 9h bei gleicher MeageMalassezin nur noch
verstarkt wird. Weshalb manche Gene, die nach 8tumerreguliert wurden, nach
9h keine Veranderungen zeigen bzw. hochregulierten ist fraglich. Zu beachten
ist, dass diese Gene jedoch nach 3h keiner signiigh Veranderung unterlagen. Fur
die Tatsache, dass in der Zellreihe MeWo (jewed$AM, Messungen nach 3 und
9h) Apoptose induziert wird, spricht, dass bergite&h 3h das proapoptotische
Mitglied der Bcl-2-Familie BAD signifikant hochretiert wird. Die Aktivitat von
BAD kann durch AKT reguliert werden, was hier walrsinlich ist. Neben BAD ist
auch BAK1 hochreguliert. BAX und BAK sind weitertiarnte Mitglieder der Bcl-
2-Familie, die dafur bekannt sind, dass sie untezl3Konditionen die Apoptose
verstarken (83).

Ein weiteres pro-apoptotische Molekll der Bcl-2-Hamn das Apoptose auslésen
bzw. verstarken kann und hier reguliert wurdedes sog. HRK Gen (45, 52). HRK
interagiert mit den Todes-Repressoren Bcl-2 und>Xgg¢laber nicht mit den Todes-
Promotoren BAX und BAK. Die Expression von HRK iztkrt einen
beschleunigten Zelltod, der durch Bcl-2 und BeleXterdriickt wird. Signifikante
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Co-Expression von Bcl-2 und BclrXerhindern die Todes-unterstitzende Aktivitat
von HRK (33). Bei den vorliegenden Untersuchungerdeutlich, dass HRK nach
3h signifikant hochreguliert wurde, wahrend keinkes beiden HRK-Gegenspieler
Bcl-2 und Bcl-X signifikanten Veranderungen unterlagen. Jedochash 9h eine
nicht- signifikante Down-Regulation von HRK stattden aber eine Up-Regulation
des Todes-Promotors BAX zu erkennen. Gleichzeiig dine signifikante Up-
Regulation des Bcl-% Mitgliedes, Bcl-2-L1 zu verzeichnen. Dies kénrdeflr
sprechen, dass nach 3h die Zeichen ganz eindeaufti§gpmoptose ausgerichtet sind
und im weiteren Verlauf die Gegenmaflinahmen grejégtgch keinen klaren Erfolg
verbuchen kénnen. Obwohl HRK keiner signifikantesrdhderung mehr unterliegt,
springt ein weiterer Apoptose-Promoter an. Im Gegénzu anderen Onkogenen
besteht die Funktion von Bcl-2 nicht darin, die IRecation zu stimulieren, sondern
Zellen vor Apoptose zu schiitzen (18, 88). Pro-apiguthe und anti-apoptotische
Mitglieder der Bcl-2 Protein Familie konnen inteiergn (38). Derzeit ist aber nicht
bekannt, ob diese Interaktion in Form von Dimereeroals Teil eines Molekul-
Konglomerats stattfindet (83). Experimente sichertden Beweis, dass pro-
apoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie als Tusuppressor agieren kénnen. Es
ist bekannt, dal3 chemotherapeutische MedikamendeBastrahlung Apoptose in
Tumorzellen induzieren kénnen (40, 94). Onkogere Tuimor-Suppressorgene, die
den Zelltod regulieren, beeinflussen die Sensitiviiton Tumorzellen gegeniber
Therapien gegen Krebs. Die Uberexpression von Boiseiner Homologe, die fur
das Uberleben der Zelle stehen, oder die Inaktivigrvon BAX, liefern nicht nur
einen kurzzeitigen Schutz gegentber Apoptose, soniénnen signifikant das
Langzeit-Uberleben verbessern (60, 82). EbensorgekSTl zusammen mit u.a
BAD, GADD45A und TP53, die hier ebenfalls regulismd, zu einer Gen-Gruppe,
die versucht DNA-Schaden der Zelle zu beheben. Bpeght insbesondere dafiir,
dass durch das Malassezin es zu einer Schadigungetle im Sinne der Apoptose
gekommen ist, und die Zelle nun leidlich versudse Schaden zu reparieren.
Eine weitere wichtige Gruppe von Proteinen, diedan Regulation der Apoptose
beteiligt sind, sind die IAP's (Inhibitors of apopis proteins). Diese kdnnen im
Gegensatz zu Proteinen wie Bcl-2 nicht nur den chibodrialen Weg der Apoptose
blockieren, sondern auch den Weg uber die Todgsi@an inhibieren, indem sie

direkt an die aktivierten Caspasen binden und deugrktion hemmen. IAP’s sind
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die einzigen bekannten endogenen Inhibitoren apiepter Caspasen. Sie wurden
zuerst in Baculoviren beschrieben, wo sie die vomnt \Als Abwehrmechanismus
ausgeloste Apoptose unterdriicken (12). Daher wesdeauch BIRC (Baculoviral
IAP repeat-containing) genannt. Dies konnte dem@rsein, weshalb lediglich nach
9h Caspase 1 aus der Gruppe der Entzindungs-Mestiat;md Caspase 10 als
Apoptose Aktivator einer Hochregulation unterzogamden, wahrend alle weiteren
Caspasen in keinster Weise reguliert werden. $tsgh ist es offensichtlich, dass
mehrere 1AP’s hochreguliert werden. Es hat den Beis¢ dass die Caspasen der
endogenen Inhibition durch die IAP s unterliegen.

Des weiteren ist auffallig, dass mehrere Mitglieder TNF-Liganden Familie, z.B.
CD40LG, FasLG und entsprechend TNF-Rezeptoren iaektiwerden. TNF-
Liganden interagieren mit ihren entsprechenden [Reren aus der TNF-Rezeptor
Familie. Die Bindung des Rezeptors an seinen Ligandktivieren verschiedene
Signalwege. Die TNF-Rezeptor Familie hat pleiogropufgaben. Abhangig vom
Zelltyp und weiteren Signalen, die sie von der &eéirhalten, kdnnen diese
Rezeptoren Proliferation, Uberleben, Differenzigraader den Tod der Zelle steuern
(3, 20, 64, 91). Die Bindung verursacht Ublicher iS#eeine Verstarkung sog.
Adapterproteine, wie z.B.. TRADD und FADD. Die Ralerung der
Adaptermolekule endet gewdhnlich in einem verseirk$ignal von Caspase 8 oder
10.

Die vorliegenden Daten lassen eindeutig daraufief®éh, dass dieser Signalweg
eingeschlagen wurde. Neben der Aktivierung von TRé#zeptoren, Liganden und
den Adaptermolekilen aus der DD und DED FamiliecCaspase 10 als Apoptose-
Aktivator signifikant hochreguliert.

Vermutlich liegt hier ein Zusammenspiel beider dptpcher
Signaltransduktionswege vor. Durch die Interaktaer einzelnen Mitglieder der
Bcl-2 Familie, scheint der mitochondriale Signalwegngeschlagen zu sein.
Gleichzeitig wird der extrinsische Caspase-abhdanglyeg Uber die TNF-
Rezeptoren, Liganden und deren Adapterproteineeairgl aktiviert. Dem setzten
sich u.a die IAP entgegen, um den Untergang deteZdurch Apoptose zu

verhindern.
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Demgegenuber reagiert die Zellreihe WM115 in egeez anderen Weise, nachdem
sie dem Einflul3 von Malassezin ausgesetzt war. i aeutlich, dass trotz langer
Inkubationszeit die Zellen nicht in dem MaRe demfldR des Malassezins
ausgesetzt sind wie die Zellreihe MeWo. Hier sch&poptose lediglich abzulaufen,
indem Gene, deren Hauptaufgabe ist, Apoptose zwerhintlen, eine Down-
Regulation erfahren.

Lediglich das pro-apoptotische Bcl-2 Mitglied HRKrav aktiviert, wahrend seine
Gegenspieler Bcl-2 und BcliXkeiner Regulation unterliegen. Dies spricht einigeu
daflr, dass eine Apoptose ablauft. Eine Aussagedéyen Intensitat ist jedoch nicht
maoglich.

Nach der Inkubation mit der geringeren Dosis begmit BIRC 3 eine Down-
Regulation der IAP’s , die mit der hoheren Konzaian an Malassezin nur noch
verstarkt wird, indem weitere BIRC signifikant hemterreguliert werden. Da die
zell-eigenen Mechanismen, die den Untergang deile Zgkrhindern sollen,
ausgeschaltet sind, kann nun Apoptose ablaufen. oBlbwdurch die
Herrunterregulation der IAP's keine Inhibition d@aspasen stattfinden kann,
werden diese nicht sichtlich veréandert.

Die Zellreihe WM115, bei der von Anfang an ein Ilsageres Zellwachstum zu
beobachten war, scheint resistenter gegentber d&uig von Malassezin zu sein.
Die Up-Regulation von HRK und der Ausschaltung B&RC lasst vermuten, dass
die mitochondriale Signalkaskade in Gang gesetzti®&jjedoch geringer ausgepragt
als bei MeWo.

Die beobachtenden Wirkungen von Malassezin konaténseine Eigenschaft als
Agonist des Arylhydrocarbon (AH)-Rezeptors zurldihuen sein. Dem AHR
werden insbesondere Aufgaben bei der Regulatior-oEadstoffwechsels der Zelle
zugeschrieben (40). Am besten untersucht ist s&ktigierung durch polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe (polychlorierte Dawep-Dioxine, Dibenzofurane,
Biphenyle) sowie halogenierte aromatische Kohleisewstoffe (Benzo(a)pyrene,
Benzoflavone, aromatische Amine) mit der darausiltiesenden Induktion von
Cytochrom P450 (CYP1A1l). Neben seiner Rolle beiokéstischen Prozessen ist
der AHR aber auch an der Kontrolle komplexer zahed Programme wie
Zellwachstum, Zellteilung und Zelldifferenzierungtbiligt (36, 70). Dabei scheinen

AHR-Agonisten sowohl zur Zellproliferation als aunlr Apoptose fuhren
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zu konnen, welcher Weg unter welchen Bedingungegesichlagen wird, ist unklar
(70).

Ob die untersuchten Melanomzellreihen einen AH-Remeaufweisen, ist bisher
nicht bekannt. Die erhaltenen Resultate geben eltieweis darauf, dass solche
Wechselwirkungen durchaus bestehen kénnen. Die &uieve Wirkung des
Malassezins auf die Zellreihe WM115 kdnnte daraulflisf3en, dass diese keinen
bzw. keinen intakten AH-Rezeptor besitzen.

Bittinger et al. konnte 2003 nachweisen, dass dipaftat-Aminotransferase AHR-
Signale durch Konvertierung des L-Tryptophans zdol8-Pyruvat aktivieren.
Indol-3-Pyruvat reagiert in wassriger Losung sossdaine grofRe Anzahl an
Komponenten entsteht, die als AHR-Agonisten agi€ré¢nMoglicherweise ist ein
ahnlicher Mechanismus fur die hier gesehene Wirkugrgntwortlich. Schlief3lich ist
das Malassezin ein Sekundarmetabolit, welcher wmn HefepilzMalassezia furfur
dem Erreger der haufigsten superfiziellen Mykoggriasis versicolor, der bei Gabe
von Tryptophan als alleinige Stickstoffquelle syatthiert wird. Somit konnte es
maoglich sein, dass durch diese besondere Verbuedeniit dem Tryptophan-
Stoffwechsel es in Lésung ebenfalls zur Bildung terer Komponenten, die als
AHR-Agonisten agieren, kommt. Dem Malassezin witd rine schwache AHR-
Agonistische Eigenschaft zugeschrieben, da es g&nares Molekil ist. Eine
intrazellulare Umwandlung in einen potenteren AHBoAisten wie z.B.,
Indolo[3,2b]Carbazol ware denkbar.

Der AHR gehort zur PAS Protein Familie (85), untbrsdet sich von den anderen
PAS durch seine Liganden-abhangige Aktivitat. Usuehungen von Oberg et. al
beschreiben, dass Zellkulturmedium, das Licht asetgé wurde, eine AHR-
abhangige Aktivitat induziert. Gezeigt wurde, wié Hintergrundaktivitat von
CYP1Al in Hepatomzellen der Ratte (MH1C1) durchopobdukte kontrolliert
wurde, die im Medium, das normalem Laborlicht agstet war, entstand. Diese
Licht-induzierte Aktivitat scheint Tryptophan ablggsn zu sein, aber unabhangig von
Riboflavin oder anderen Bestandteilen des Mediu6W%).(Dies unterstreicht die
These, dass die Aktivitdt des Malassezin am AH-Riezeeng verwoben ist mit dem
Tryptophan-Stoffwechsel. Dies zeigt sich bereitehamd der Tatsache, dass das
Malassezin als Sekundarmetabolit eines nur Try@ogbhangigen Pilzes

synthetisiert wird.
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Bisher ist aber nicht untersucht worden, ob dasab&szin ausschlielRlich tber den
AHR wirkt, oder ob weitere Mechanismen in Sauget#en vorhanden sind, Uber

die das Malassezin seine Wirkung entfalten kann.

Die eingangs gestellte Frage, ob das Indolderivatiabsezin bei den beiden
Zellreihen Apoptose auslosen kann, ist mit ja zanbgorten.

Es ist eine Konzentrations-und Inkubationszeit-Afghgkeit zu erkennen. Es sind
deutliche Unterschiede zwischen den beiden Ze#reihinsichtlich ihrer Reaktion
sichtbar. Die Zellreihe MeWo, die von Fibroblastetammt, macht eindeutig
Apoptose. Obwohl ihre Herkunft unterschiedlich istpduziert sie ebenfalls wie
Melanozyten, bei denen bereits durch Podobinskaaleein Malassezin-Einfluld
bewiesen werden konnte, Melanin. Die Zellreihe WBl1die epithelialer Herkunft
ist und ein Proteoglycan-Antigen produziert, reggsehwacher auf das einwirkende
Malassezin. Fraglich ist, ob das Malassezin eiek8ee Wirkung auf bestimmte
Zellarten hat, die auf der AH-Rezeptor Funktionuben oder ob dies eine andere

Ursache hat.

Ausblick

Interessant ist es, die bereits sichtbaren untediothen Reaktionen verschiedener
Melanomzellreihen und der Melanozyten auf das Maai® noch weiter zu

charakterisieren. Wenn deren Ursache bekannt iéte vdurch die anscheinend
selektive pharmakologische Wirkung bzw. der veksédr Wirkung des Malassezins
auf einzelne Zellreihen denkbar, ein Therapeutikeumentwickeln. Dabei konnte

Malassezin als Zusatz zu bereits vorhandenen Clhemagtien dienen, um deren
Effekt mittels Malassezin zu verstarken.

Gleichzeitig ware es interessant herauszufindenMalassezin bei bereits gegen
Chemotherapien resistenten Sublinien der ZellrélledVo ebenfalls eine Wirkung

zeigt.
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7. Zusammenfassung

Das maligne Melanom wurde erstmals um 1806 von Raeenec beschrieben. Die
Inzidenz des malignen Melanoms ist im Steigen. Bolke& malignes Melanom
Fernmetastasten gesetzt hat, ist die Behandlungrstugchwierig. Meist sind nur
noch palliative Therapieansatze moglich. In jungskeit treten zunehmend
Melanome auf, deren zugrunde liegende Zellreiheitsegegen Chemotherapeutika
resistent geworden ist. Dies hat fatale Folgerdi@metroffenen Patienten.

In dieser Arbeit wurde der EinfluR des Indoldersidflalassezin, das aus dem
Hefepilz Malassezia furfurals Sekundérmetabolit isoliert werden konnte, @ief
beiden Melanom-Zellreihen MeWo und WM115 untersuBl@sonderes Augenmerk
wurde auf die mogliche Apoptose-Induktion durch déelassezin gesetzt. Durch
Kramer et al. 2003 konnte bereits ein apoptotisdhieflu? des Malassezins auf
humane Melanozyten bestatigt werden (44).

Lichtmikroskopisch konnte bei hohen Konzentratiorehebliche morphologische
Veranderungen beobachtet werden. Statt des n&@inlidussehens beider Zellreihen
waren in der héchsten Konzentration abgerundetgeléste Zellen zu erkennen.
Erst bei niedrigen Konzentrationen wurde der Eidflieringer.

Um die Zellverdnderungen zu spezifizieren, wurdeselen Apoptose und Nekrose
mittels Facs differenziert. Die Zellen wurden unt&rwendung von Annexin V
FITC angefarbt, das als Apoptose-spezifischer Maxk#. Zur Abgrenzung zu
nekrotischen Zellen wurde den isolierten Zellenatzlgeh 7-AAD zugegeben. Es
wurde eine dosisabhangige Apoptose detektiert.Kalstrolle wurde begleitend ein
LDH-Test durchgefiihrt. Da es sich um Apoptose hdndg das zytoplasmatische
Enzym LDH, das durch den Untergang der Zelle bekrbie freigesetzt wird,
konstant niedrig geblieben.

Um diese Befunde weiter zu charakterisieren, wwadfgereinigte RNA in cDNA
umgewandelt. Diese wurde mit SYBR Green Master Mik einen RT-PCR Array
(RT%-Profiler'™ PCR Array System, SuperArray) gegeben, der 84 fgsep
spezifische Gene enthalt. Mittels RT-PCR wurdeRkgulation der interessierenden
Gene detektiert. Es waren deutliche Unterschiedeschen beiden Zellreihen
sichtbar. Bei MeWo beginnt schon bei niedriger Kamtzation und kurzer
Inkubationszeit die Apoptose, die sich nach lanfjubationszeit bei gleicher
Konzentration verstarkt. Es ist ein Zusammenspiein vextrinsischem und

intrinsischem Apoptose Signalweg zu erkennen. Dgmigiéber ist die Zellreihe
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WML115 resistenter gegentber dem Malassezin-Einflu@z langer Inkubationszeit
und zwei unterschiedlichen Konzentrationen wird Ajpoptose hauptsachlich durch
Down-Regulation von Anti-Apoptose Genen reguli@afgrund der Hochregulation
der Caspasegene kann vemutet werden, dass dieabi@ufende Apoptose auf
mitochondriale Dysfunktion beruht. Die Ergebnissgsken darauf schlie3en, dass das
Malassezin selektiv auf bestimmte Zellreihnen wirktahrscheinlich spielt die
Interaktion mit dem AH-Rezeptor dabei eine grol3#eRo

Auf welche Zellreihen das Malassezin den groéf3terflid hat und ob dieser auch
bei Sublinien zu finden ist, die bereits durch R&siz gegenuber diversen
Chemotherapeutika auffallen und somit die Fahigkert Apoptose verloren haben,

ist weiteren Untersuchungen vorbehalten.
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8. Summary

The malignant melanoma has been first describedndrd806 by Rene Laennec.
The malignant melanoma incidence is increasing. shen as the malignant
melanoma has metastasis, it's treatment is extyedifficult. Then in most cases
there are only palliative therapies possible. Regethere are more and more
melanoma, the cell lines on which they're based l@ave got resistant against
chemotherapies already. This is a fatal resultiferconcerning patients.

The present study has analysed the influence dintth@derivate Malassezin, which
was isolated from the yeaBtalassezia furfuras a secondary metabolite, to the two
melanoma cell-lines MeWo and WM115.

Special focus was based on the possible apoptudisstiion of Malassezin. Kramer
et al. 2003 had already confirmed the apoptotituarfce of Malassezin to human
melanocytes (44).

In light-microscopy relevant morphological changegere noticed at high
concentrations. Instead of the natural looking @hlxcell-lines, we recognized well-
rounded and isolated cells in the highest conceot® Not until lower
concentrations they returned to a normal image.

To specify the cell alterations we distinguishetin®en apoptosis and necrosis with
FacScan. The cells were labelled under the usenoeRin V FITC which is well-
known as an apoptosis-specific marker. To distisiyao necrotic cells the isolated
cells were also marked with 7-AAD. We detected aeddependent apoptosis. As a
control we accompanied the experiments with a LB$t-tSo far it is apoptosis, the
cytoplasmatic enzyme LDH, which released by celglargoing necrosis, was
consistently at low levels.

To specify these findings, purified RNA were cornedrinto cDNA. Together with
SYBR Green Master Mix the cDNA were given onto RM-PCR Array (RT-
Profiler'™™ PCR Array System, SuperArray) containing 84 apsiptepecific genes.
Via RT-PCR the regulation of the interesting gemese detected. There were
noticeable differences between the two cell-lifdsWo started apoptosis at lower
concentration and shorter incubation times whiatradased after long periods of
incubations while the concentration was the sarfis. haking out an interplay
between the extrinsic and intrinsic apoptotic pathwCompared with this the cell-
line WM115 is much more resistant to the Malassa#ilmence. Despite long
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incubation-periods and two different concentratilmsis, it seems that apoptosis is
mainly regulated by down-regulation of anti-apojtgenes.

This assumes that apoptosis could run through hutodrial dysfunction. These

results conclude that Malassezin has a selectieetab certain cell-lines. Probably

the interaction with the AH-receptor plays an intpat role.

To which cell-line Malassezin has the most influesrend if this influence could also
be find in sub-lines which are conspicuous to Iststant to chemotherapies, and if
they loose their capability undergoing apoptosistiis unclear. This is to be cleared

in further experiments.
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9.2 Abkilrzungen

9.2.1 Abklrzungen allgemein

7- AAD 7- Amino- actinomycin D
AHR Arylhydrocarbon-Rezeptor
ANF alpha-Naphtoflavon

BP Benzo-[a]pyrene

Caspasen _ Cystein-abhangige Aspartat- spezifBottease
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cDNA
dATP
DEPC
DMSO
DNA
dNTP
EDTA
FITC
FKS
GDC
gDNA
GOl
HKG
HPA
HPLC
HRMS
INT
kDA
LDH
L1
M.f.
Min
nm
NRT
NTC
oD
PCR
PDGF
PE

P
PPC
PS
RE

complementary DNA
Desoxyadenosintriphosphat
Diethylene-Pyrocarbonate
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonucleosidtriphosphat
Ethylendiamin-Tetraacetat
Fluorescein-Isothiocyanat
fetales Kalberserum

gDNA control

genomische DNA

Gene of interest

housekeeping gene

Helix promatia agglutinin

High Performance Liquid Chromatography
hochauflosende Massenspektroskopie
2-[4iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltaizolium chlorid
Kilo Dalton
Laktatdehydrogenase
Zelladh&sionsmolekil CD 171
Malassezia furfur

Minuten

Nanometer

no reverse transkriptase control
no template control

optische Dichte

Polymerase Chain Reaction
platelet-derived-growth-factor
Phycoerythrin

Propidium Jodid

positive PCR control
Phosphatidylserin

reverse Transkriptase
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RI

RNA
RTC
RT-PCR

S

Tag-Polymerase

TBE
TNF

RNase Inhibitor
Ribonucleinsaure
reverse Transkriptase control
Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction
Sekunden

DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA Puffer

Tumor Nekrose Faktor

9.2.2 Abklrzungen der Gene

ABL 1

AKT 1
APAF 1
BAD
BAK 1
BAG 1
BAG 3
BAX
BCL 10
BCL 2
BCL 2A1
BCL 2L1
BCL 2L10
BCL 2L11
BCL 2L2
BCL AF1
BFAR
BID

BIK
BIRC 1
BIRC 2
BIRC 3

V-abl Abelson murine leukemia viral oncogene
homologe 1

V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
Apoptotic protease activating factor

BCL 2-antagonist of cell death
BCL-2-antagonist/killer 1

BCL 2-associated athanogene

BCL 2-associated athanogene 3

BCL 2-associated X protein

B-cell CLL/ Lymphoma 10

B-cell CLL/ Lymphoma 2

BCL 2-related protein Al

BCL 2-like 1

BCL 2-like 10 (apoptosis facilitator)

BCL 2-like 11 ( apoptosis facilitator)

BCL 2-like 2

BCL 2-associated transcription factor
Bifunctional apoptosis regulator

BH 3 interacting domain death agonist

BCL 2-interacting killer (apoptosis- inducing)
Baculoviral IAP repeat- containing 1
Baculoviral IAP repeat- containing 2

Baculoviral IAP repeat- containing 3
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BIRC 4 Baculoviral IAP repeat- containing 4
BIRC 6 Baculoviral IAP repeat- containing 6 (apaljo
BIRC 8 Baculoviral repeat- containing 8
BNIP 1 BCL 2/adenovirus E1B 19kDa interacting phote
BNIP 2 BCL 2/adenovirus E1B 19kDa interacting prot2
BNIP 3 BCL 2/adenovirus E1B 19kDa interacting protg
BNIP 3L BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting pmo8elike
BRAF V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog 1
CARD 4 Caspase recruitment domain family, member 4
CARD 6 Caspase recruitment domain family, member 6
CARD 8 Caspase recruitment domain family, member 8
CASP 1 Caspase 1, apoptosis- related cysteinegsete
(interleukin 1, beta, convertase)
CASP 10 Caspase 10, apoptosis-related cysteinegsmt
CASP 14 Caspase 14, apoptosis-related cysteinegsmt
CASP 2 Caspase 2, apoptosis-related cysteine peotea

(neural precursor cell expressed, developmentally

down-regulated 2)

CASP 3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine peotea
CASP 4 Caspase 4, apoptosis-related cysteine peotea
CASP 5 Caspase 5, apoptosis-related cysteine peotea
CASP 6 Caspase 6, apoptosis-related cysteine peotea
CASP 7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine peotea
CASP 8 Caspase 8, apoptosis-related cysteine peotea
CASP 9 Caspase 9, apoptosis-related cysteine peotea
CD 40 CD 40 antigen (TNF receptor superfamily meni)e
CD 40LG CD 40 ligand (TNF receptor superfamily memb,
hyper-IgM syndrome)
CFLAR CASP 8 and FADD-like apoptosis regulator
CIDEA Cell death-inducing DFFA-like effector a
CIDEB Cell death-inducing DFFA-like effector b
CRADD CASP 2 and RIPK 1 domain containing adaptahw

death domain
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DAPK 1
DFFA
FADD

FAS
FASLG
GADD 45A
HRK

IGF 1R

LTA

LTBR

MCL 1
NOL 3

PYCARD

RIPK 2

TNF

TNFRSF 10B

TNFRSF 11B

TNFRSF 1A

TNFRSF 21

TNFRSF 25

TNFRSF 7

TNFRSF 9

TNFSF 10

TNFSF 7

Death-associated protein kinase 1
DNA-fragmentation factor, 45kDa,alpha polypdpt
Fas (TNFRSF 6)- associated via death domain
Fas (TNF receptor superfamily, domain 6)

Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
Growth arrest and DNA-damage-inducibleha
Harakiri, BCL 2 interacting protein (only BHS3
domain)

Insulin-like growth factor 1 receptor
Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1)
Lymphotoxin beta receptor (TNFR superfamily,
member 3)

Myeloid cell leukaemia sequence 1 (BCL 2ated)
Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor VOIRD
domain)

PYD and CARD domain containing
Receptor-interacting serine-threonine kinase
Tumor necrosis factor (TNF superfamily, membger
Tumor necrosis factor receptor supeffgammember
10b

Tumor necrosis factor receptor supeffgmrmember
11b (osteoprotegrin)

Tumor necrosis factor receptor superfamiember
1A

Tumor necrosis factor receptor superfgnmiember
21

Tumor necrosis factor receptor superfameémber
25

Tumor necrosis factor receptor superfamikgmber 7
Tumor necrosis factor receptor superfamilgmber 9
Tumor necrosis factor (ligand) superfammember
10

Tumor necrosis factor (ligand) superfamitgmber 7
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TNFSF 8 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member

TP 53 Tumor protein p53 (Li-Fraumeni-syndrome)

TP 53BP2 Tumor protein p53 binding protein, 2

TP73 Tumor protein p73

TRADD TNFRSF 1A-associated via death domain

TRAF 2 TNF receptor-associated factor 2

TRAF 3 TNF receptor-associated factor 3

TRAF 4 TNF receptor-associated factor 4

18rsRNA Human 18s ribosomal RNA

HPRT 1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1sche
Nyhan-syndrome)

RPL 13A Ribosomal protein L13A

GAPD Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

ACTB Actin, beta

CARD Caspase recruitment death domains

CEACAM 1 Carcino-embryonic antigen-like cell adioesmolecule 1

DED death effector domain
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10. Tabellenanhang
Tabelle 22: zu Abbildung 5: LDH-Vorversuch: MeWdl2

low control
Zellen/well |Wert 1|Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5 |Wert 6]{Mittelwert | Stabw
3000 0,333] 0,373] 0,312| 0,229| 0,205| 0,193 0,274| 0,075
4000] 0,354| 0,381 0,346] 0,237| 0,207] 0,192 0,286| 0,083
5000 0,359] 0,390] 0,394| 0,243| 0,214| 0,198 0,299| 0,091
6000]| 0,341| 0,424| 0,316| 0,246| 0,222| 0,197 0,291| 0,085
7000] 0,349| 0,405| 0,407| 0,261| 0,236| 0,221 0,313| 0,085
8000| 0,451] 0,419] 0,428| 0,318| 0,250| 0,224 0,348| 0,098
9000| 0,376] 0,440| 0,446| 0,293| 0,259| 0,227 0,340| 0,094

high control
Zellen/well |Wert 1|Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5 |Wert 6] Mittelwert | Stabw
3000 0,978] 1,199| 1,613| 0,986| 0,649| 0,477 0,983| 0,403
4000] 1,237| 1,488 1,821]| 1,225| 0,768] 0,603 1,190 0,450
5000| 1,460] 1,635] 2,260| 1,308| 0,895| 0,706 1,377] 0,555
6000] 1,688| 1,911| 2,560 1,479 1,048| 0,834 1,587| 0,621
7000] 1,937| 2,235| 2,892| 1,802| 1,174| 0,987 1,838| 0,699
8000| 2,144| 2,433] 3,253| 1,792| 1,304| 1,050 1,996/ 0,801
9000| 2,228| 2,635] 3,297| 2,176| 1,451| 1,154 2,157| 0,779

Anmerkung: Wert 1-6 sind bereits die Mittelwerter d@nzelnen Messungen in
Mehrfach-Bestimmung
Tabelle 23: zu Abbildung 5: LDH-Vorversuch: MeW@&h

low control
Zellen/well |[Wert 1{Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000] 0,353| 0,387| 0,421| 0,271| 0,253| 0,203 0,315| 0,085
4000| 0,379| 0,439| 0,455| 0,332| 0,262| 0,203 0,345| 0,099
5000] 0,401| 0,458| 0,542| 0,579| 0,268| 0,203 0,408| 0,149
6000| 0,381| 0,527| 0,554| 0,327| 0,301] 0,221 0,385 0,131
7000] 0,452| 0,501] 0,552| 0,381| 0,320] 0,241 0,408| 0,116
8000] 0,463| 0,537| 0,683| 0,486| 0,346] 0,245 0,460 0,152
9000] 0,472| 0,572| 0,689 0,460| 0,335| 0,251 0,463| 0,158

high control
Zellen/well |[Wert 1{Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000] 0,819| 1,311| 1,647| 0,901| 0,751] 0,530 0,993| 0,410
4000| 0,971| 1,612| 2,100 1,067| 0,815| 0,657 1,203] 0,546
5000] 1,155| 1,989| 2,430| 1,135| 0,965| 0,743 1,403] 0,657
6000| 1,397| 2,150 2,769| 1,417| 1,139] 0,879 1,625] 0,703
7000| 1,476| 2,648]| 2,876] 1,695| 1,211] 1,030 1,822 0,766
8000] 1,611| 2,833| 3,168| 1,606| 1,507| 1,083 1,968] 0,830
9000] 1,698| 2,971| 3,111| 2,187| 1,734] 1,259 2,160 0,744
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Tabelle 24: LDH-Vorversuch: MeWo, 72h

low control

Zellen/well|Wert 1|Wert 2 [Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000 0,403| 0,382| 0,433| 0,339| 0,330| 0,220 0,351| 0,075
4000] 0,508| 0,422| 0,496 0,811| 0,365| 0,227 0,471] 0,195
5000f 0,473| 0,495| 0,882| 0,523 0,393| 0,242 0,501| 0,212
6000f 0,507| 0,636 2,005| 0,459 0,442| 0,261 0,718] 0,642
7000f 0,556 0,513| 1,532| 0,499| 0,464| 0,278 0,640| 0,447
8000f 0,678| 0,550| 0,837| 0,651 0,530| 0,282 0,588| 0,186
9000f 0,760| 0,604| 1,457| 0,640 0,503| 0,320 0,714] 0,393

high control

Zellen/well|[Wert 1|Wert 2 |Wert 3|Wert 4 [Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000| 0,841| 1,142| 1,399| 1,051 0,963| 0,503 0,983] 0,301
4000] 1,045| 1,437| 1,777] 1,378] 1,125| 0,561 1,220( 0,414
5000 1,136| 1,714| 2,192| 1,444| 1,321| 0,616 1,404| 0,532
6000| 1,361| 1,773| 2,496| 1,629 1,567| 0,812 1,606| 0,550
7000| 1,553| 2,251| 2,797| 1,963| 1,828| 0,892 1,880( 0,643
8000| 1,778| 2,310| 3,015| 1,588 1,906| 1,022 1,936 0,676
9000| 1,740| 2,619| 3,028 1,621| 2,068| 1,254 2,055| 0,662

Tabelle 25: LDH-Vorversuch: MeWo, 96h

low control

Zellen/well [Wert 1|Wert 2 |Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Mittelwert | Stabw
3000| 0,506| 0,451| 1,547| 0,426| 0,413| 0,271 0,602| 0,469
4000] 0,963| 0,502| 2,161| 1,505| 0,467| 0,305 0,984]| 0,723
5000| 0,617| 0,961| 2,806| 2,494| 0,978| 0,344 1,367 1,026
6000| 0,837 1,553| 2,787| 0,599| 1,464| 0,430 1,278| 0,867
7000 0,771| 0,631| 2,637| 0,699| 0,675| 0,386 0,967| 0,829
8000| 2,385| 0,703| 1,972| 0,942 1,156| 0,415 1,262 0,763
9000| 1,997| 0,832| 3,117| 0,906 0,673| 0,440 1,327 1,029

high control

Zellen/well |Wert 1|Wert 2 |Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Mittelwert | Stabw
3000| 0,959| 1,127| 1,398| 1,026| 0,969| 0,516 0,999]| 0,287
4000] 1,155| 1,483| 1,891| 1,378| 1,224| 0,620 1,292| 0,419
5000| 1,411] 1,380| 2,197| 1,502| 1,426| 0,696 1,435| 0,476
6000| 1,646 1,951| 2,522| 1,785| 1,669| 0,851 1,737| 0,541
7000| 1,815| 2,294| 2,762| 2,087| 1,937| 1,010 1,984| 0,581
8000| 2,086| 2,388| 2,861| 2,148| 2,137| 1,080 2,116| 0,584
9000| 2,496| 2,605| 3,089| 1,595| 2,374| 1,216 2,229 0,693
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Tabelle 26: LDH-Vorversuch

: MeWo, 120h

low control

Zellen/well

Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Wert 5

Mittelwerte | Stabw

3000

0,582

0,341

2,079

0,358

0,271

0,726] 0,765

4000

1,701

0,390

2,270

0,391

0,305

1,011} 0,912

5000

0,793

1,229

2,221

1,601

0,344

1,238] 0,724

6000

1,345

1,754

2,646

2,055

0,430

1,646] 0,829

7000

1,107

0,505

2,606

1,026

0,386

1,126] 0,885

8000

2,539

0,578

2,412

0,993

0,415

1,387| 1,016

9000

2,945

0,880

3,027

0,694

0,440

1,597| 1,278

high control

Zellen/well

Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Wert 5

Mittelwerte |Stabw

3000

1,113

0,588

0,884

0,643

0,606

0,767] 0,228

4000

1,365

0,720

1,066

0,757

0,760

0,933] 0,279

5000

1,587

0,811

1,242

0,920

0,881

1,088] 0,324

6000

1,766

0,924

1,492

1,089

0,971

1,248| 0,366

7000

1,989

1,152

1,666

1,196

1,152

1,431] 0,380

8000

2,210

1,207

1,987

1,470

1,176

1,610| 0,467

9000

2,414

1,442

2,246

1,589

1,440

1,826| 0,468

Tabelle 27: LDH-Vorversuch:

MeWo, 144h

low control

Zellen/well

Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Wert 5

Wert 6

Mittelwert | Stabw

3000

0,725

0,498

2,169

0,442

0,607

0,547

0,831] 0,663

4000

2,055

0,843

2,476

1,878

0,833

0,899

1,497] 0,727

5000

1,183

2,253

2,348

2,323

2,368

1,227

1,950] 0,579

6000

2,137

2,458

2,937

0,647

2,428

1,370

1,996] 0,839

7000

1,677

1,173

2,854

0,719

1,626

1,143

1,532| 0,737

8000

2,627

1,046

2,784

1,463

1,608

1,192

1,786] 0,740

9000

4,213

2,561

3,150

1,495

1,523

1,117

2,343] 1,191

high control

Zellen/well

Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Wert 5

Wert 6

Mittelwert | Stabw

3000

1,117

0,700

0,832

0,968

0,716

0,637

0,828] 0,184

4000

1,314

0,849

1,053

1,144

0,873

0,809

1,007] 0,199

5000

1,683

1,029

1,168

1,316

0,883

0,919

1,166] 0,300

6000

2,057

1,167

1,360

1,509

1,119

1,114

1,387] 0,363

7000

2,241

1,395

1,628

1,699

1,228

1,235

1,571] 0,382

8000

2,483

1,503

1,878

1,924

1,168

1,366

1,720] 0,475

9000

2,575

1,716

2,246

2,397

1,679

1,574

2,031) 0,426
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Tabelle 28: zu Abbildung 6: LDH-Vorversuch: WM1Z&lh

low control

Zellen/well [Wert HWert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Mittelwert | Stabw
3000] 0,187] 0,139| 0,212| 0,332| 0,236| 0,204 0,218| 0,064
4000] 0,214 0,130| 0,226] 0,359| 0,278| 0,194 0,233] 0,078
5000] 0,205] 0,147| 0,239| 0,374| 0,223]| 0,210 0,233] 0,076
6000 0,235| 0,149| 0,251| 0,331] 0,252| 0,217 0,239] 0,059
7000 0,232| 0,167| 0,249 0,352| 0,251| 0,218 0,245] 0,061
8000] 0,249] 0,152| 0,238| 0,371| 0,266| 0,221 0,249] 0,071
9000] 0,259] 0,197| 0,258| 0,390| 0,263| 0,220 0,265] 0,067

high control

Zellen/well [Wert {Wert 2 |Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Mittelwert | Stabw
3000] 0,374] 0,272| 0,707| 0,675| 0,581| 0,405 0,502| 0,177
4000] 0,796] 0,332| 1,023| 1,110f 1,301| 0,460 0,837] 0,380
5000] 1,066] 0,396 1,187| 1,665| 0,824| 0,535 0,946| 0,464
6000 1,188| 0,324| 1,372| 1,846] 0,945| 0,626 1,050| 0,543
7000 1,322| 0,483| 1,524| 2,008] 1,048 0,703 1,181| 0,558
8000] 1,503] 0,508| 1,605| 2,329| 1,227| 0,734 1,318| 0,655
9000] 1,360] 0,508 1,676| 2,685| 1,325| 0,926 1,413| 0,742

Tabelle 29: zu Abbildung 6: LDH-Vorversuch: WM1¥48h

low control

Zellen/well [Wert 1|Wert 2|Wert 3{Wert 4 |Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000 0,205| 0,153| 0,283] 0,360| 0,271| 0,209 0,247| 0,073
4000] 0,252| 0,147| 0,311} 0,383| 0,366] 0,220 0,280| 0,090
5000| 0,308| 0,166 0,311] 0,407| 0,301| 0,234 0,288| 0,081
6000| 0,318| 0,164| 0,310| 0,400| 0,320| 0,228 0,290| 0,082
7000| 0,328| 0,404| 0,336| 0,409| 0,333| 0,241 0,342| 0,061
8000| 0,388| 0,165| 0,337] 0,446| 0,314| 0,234 0,314| 0,102
9000| 0,394| 0,207| 0,356] 0,434| 0,344| 0,243 0,330| 0,087

high control

Zellen/well [Wert 1|Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000| 0,371] 0,306| 0,720] 0,684| 0,618| 0,425 0,521| 0,175
4000] 0,791| 0,361] 1,024| 1,182| 1,312] 0,490 0,860| 0,381
5000| 1,064| 0,425| 1,048] 1,657| 0,826| 0,575 0,932| 0,436
6000| 1,184| 0,456| 1,338| 1,867| 0,948| 0,630 1,070] 0,511
7000| 1,186| 0,540| 1,546| 2,160| 1,050| 0,698 1,196 0,592
8000| 1,483| 0,626| 1,641] 2,493| 1,232| 0,778 1,376| 0,674
9000| 1,664| 0,676 1,739] 2,639| 1,318| 0,872 1,485 0,705
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Tabelle 30: LDH-Vorversuch: WM115, 72h

low control

Zellen/well |Wert 1|Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000 0,220| 0,145| 0,266] 0,379] 0,324] 0,241 0,262| 0,082
4000] 0,305| 0,145] 0,279| 0,417]| 0,864| 0,248 0,376| 0,255
5000{ 0,458| 0,165| 0,265| 0,455 0,371] 0,352 0,344} 0,114
6000| 0,399| 0,159| 0,268| 0,470] 0,389] 0,271 0,326| 0,114
7000f 0,395| 0,477| 0,292| 0,507] 0,377] 0,287 0,389| 0,091
8000f 0,501| 0,165| 0,301| 0,582] 0,408] 0,291 0,375| 0,153
9000 0,495| 0,316| 0,366] 0,550] 0,841] 0,413 0,497| 0,189

high control

Zellen/well [Wert 1|Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Mittelwert | Stabw
3000 0,320f 0,270| 0,668| 0,678] 0,502] 0,475 0,485| 0,170
4000| 0,661] 0,293| 0,935| 1,131 1,233]| 0,521 0,795| 0,366
5000{ 0,907| 0,350| 1,121 1,679] 0,726] 0,606 0,898| 0,464
6000f 1,055| 0,381| 1,278| 1,902] 0,723] 0,607 0,991| 0,549
7000 1,144| 0,492| 1,488| 2,229] 0,951] 0,818 1,187| 0,609
8000 1,389| 0,532| 1,573| 2,371] 1,105] 0,851 1,303| 0,642
9000 1,451| 0,694| 1,785| 2,701] 1,175] 1,021 1,471| 0,708

Tabelle 31: LDH-Vorversuch: WM115, 98h

low control

Zellen/well |Wert 1|Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6| Mittelwert] Stabw
3000] 0,251| 0,167| 0,337| 0,494| 0,452| 0,322 0,337] 0,122
4000] 0,366] 0,169] 0,343| 0,582| 1,331| 0,323 0,519] 0,419
5000] 0,581| 0,223| 0,349| 0,601| 0,580 0,715 0,508/ 0,183
6000| 0,594| 0,227| 0,339| 0,790| 0,689 0,433 0,512] 0,216
7000| 0,448| 0,544| 0,418| 0,838| 0,576| 0,420 0,541] 0,160
8000| 0,825| 0,227| 0,502| 1,043| 0,652| 0,446 0,616] 0,290
9000| 0,721| 0,497| 0,616| 0,914| 1,212| 1,257 0,869] 0,314

high control

Zellen/well [Wert 1|Wert 2|Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Mittelwert| Stabw
3000] 0,343| 0,292| 0,807| 0,683| 0,529| 0,516 0,528] 0,196
4000] 0,755] 0,322] 1,012| 1,149| 1,285| 0,540 0,844] 0,371
5000] 0,977| 0,395| 1,189| 1,678| 0,758| 0,627 0,937] 0,455
6000| 1,093| 0,413| 1,229| 1,952| 0,878| 0,656 1,037] 0,536
7000| 1,190| 0,532| 1,489| 2,201| 0,954| 0,649 1,169] 0,615
8000| 1,428| 0,575| 1,648| 2,422| 1,138 0,855 1,344] 0,653
9000| 1,530| 0,684| 1,849| 2,710| 1,144| 0,974 1,482] 0,729
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Tabelle 32: LDH-Vorversuch:

WM115, 120h

low control

Zellen/well [Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Wert 5| Mittelwertg

Stabw

3000{ 0,302

0,222

0,550

0,385

0,435

0,379

0,125

4000( 0,447

0,221

0,680

1,296

0,455

0,620

0,411

5000{ 0,830

0,479

0,745

0,596

1,123

0,755

0,246

6000] 0,974

0,350

0,770

0,632

0,738

0,693

0,228

7000] 0,713

0,566

0,805

0,603

0,599

0,657

0,099

8000| 1,224

0,365

1,243

0,686

1,016

0,907

0,377

9000] 1,165

0,715

1,482

1,289

1,989

1,328

0,465

high control

Zellen/well [Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Wert 5| Mittelwerts

Stabw

3000] 0,362

0,305

0,701

0,448

0,446

0,452

0,152

4000( 0,828

0,340

0,992

1,066

0,555

0,756

0,304

5000] 1,077

0,401

1,159

0,611

0,567

0,763

0,335

6000] 1,162

0,450

1,380

0,738

0,670

0,880

0,381

7000] 1,347

0,512

1,497

0,848

0,754

0,991

0,415

8000| 1,557

0,497

1,799

0,845

0,797

1,099

0,552

9000| 1,688

0,617

1,902

1,049

0,814

1,214

0,557

Tabelle 33: LDH-Vorversuch:

WM115, 144h

low control

Zellen/well [Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Mittelwert

Stabw

3000] 0,333

0,793

0,473

0,666

0,566

0,203

4000{ 0,610

1,078

1,411

0,722

0,955

0,364

5000] 0,965

1,086

0,827

1,316

1,048

0,207

6000] 1,174

1,234

0,869

1,171

1,112

0,164

7000] 1,375

1,272

0,841

1,072

1,140

0,236

8000] 1,508

1,492

0,888

1,611

1,375

0,329

9000] 1,417

1,717

1,832

2,184

1,787

0,317

high control

Zellen/well |Wert 1

Wert 2

Wert 3

Wert 4

Mittelwert

Stabw

3000] 0,372

0,835

0,418

0,478

0,526

0,210

4000] 0,850

1,148

0,990

0,613

0,900

0,227

5000] 1,092

1,330

0,570

0,698

0,922

0,351

6000] 1,217

1,518

0,686

0,771

1,048

0,391

7000] 1,307

1,539

0,775

0,822

1,111

0,373

8000] 1,552

1,682

0,917

0,861

1,253

0,424

9000] 1,684

2,045

0,968

1,010

1,427

0,527
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Tabelle 34: zu Abbildung 7: LDH: MeWo Malassezih, 4

Konzentration von Malassezin inuM |[Wert 1 [Wert 2 |Wert 3 |Wert 4 |Mittelwert |Stabw
0| 0,169| 0,166| 0,275| 0,246 0,214] 0,055
3,125| 0,173| 0,168| 0,249| 0,237 0,207] 0,042

6,25| 0,175| 0,169| 0,227| 0,237 0,202] 0,035

12,5| 0,169 0,17] 0,25]| 0,236 0,206] 0,043

25| 0,168| 0,168 0,184| 0,222 0,186] 0,025

50] 0,167 0,173| 0,222]| 0,217 0,195| 0,029

Triton-X-100 0,69 0,777| 1,062] 1,174 0,926] 0,229

Tabelle 35: zu Abbildung 7: LDH: MeWo Malassezih, 6

Konzentration von Malassezin inuM |Wert 1|Wert 2 |Wert 3|Wert 4] Mittelwert | Stabw
0| 0,173 0,172 0,26] 0,251 0,214] 0,048
3,125| 0,17| 0,171] 0,238| 0,224 0,201] 0,035

6,25| 0,175 0,18 0,229] 0,224 0,202| 0,028

12,5| 0,174 0,178{ 0,235] 0,223 0,203| 0,031

25| 0,178| 0,155| 0,196( 0,211 0,185| 0,024

50| 0,171] 0,189] 0,21| 0,218 0,197| 0,021

Triton-X-100 0,563| 0,789] 0,815| 0,041 0,552| 0,359

Tabelle 36: zu Abbildung 7: LDH: MeWo Malassezih, 8

Konzentration von Malassezin in uM [Wert 1]Wert 2|Wert 3|Wert 4 |Mittelwert | Stabw
0| 0,179] 0,18] 0,226| 0,332 0,229] 0,072
3,125] 0,154] 0,167| 0,243| 0,239 0,201] 0,047

6,25| 0,19] 0,176[ 0,239| 0,235 0,210] 0,032

12,5] 0,183] 0,17| 0,236] 0,183 0,193] 0,029

25| 0,194| 0,175| 0,228 0,231 0,207] 0,027

50| 0,196] 0,182| 0,215| 0,236 0,207] 0,023

Triton-X-100 0,584| 0,753| 0,973| 1,099 0,852] 0,229

Tabelle 37: zu Abbildung 7: LDH: MeWo Malassezi@hl

Konzentration von Malassezin inuM |Wert 1|{Wert 2 |Wert 3|Wert 4 |Mittelwert | Stabw
0 0,2 0,18] 0,268| 0,268 0,229] 0,046
3,125] 0,195| 0,136| 0,25 0,264 0,211] 0,058

6,25| 0,173] 0,17| 0,252 0,248 0,211] 0,045

12,5| 0,184| 0,201| 0,247| 0,263 0,224] 0,037

25| 0,163 0,172 0,239] 0,23 0,201] 0,039

50] 0,173| 0,176| 0,231| 0,235 0,204| 0,034

Triton-X-100 0,603| 0,635| 1,214| 1,294 0,937] 0,368
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Tabelle 38: zu Abbildung 8: LDH: WM115 Malassezh,

Konzentration von Malassezin in uM |Wert 1|Wert 2 |Wert 3|Wert 4 [Mittelwert [ Stabw

o[ o0,1276| 0,175| 0,287| 0,239 0,219] 0,047

3,125| 0,172 0,184| 0,262| 0,237 0,214] 0,037

6,25| 0,16] 0,18] 0,241] 0,24 0,205| 0,036

12,5( 0,174 0,18| 0,29] 0,206 0,213] 0,046

25| 0,168]| 0,186| 0,256] 0,238 0,212] 0,036

50| 0,177| 0,186] 0,291] 0,25 0,226]| 0,047

Triton-X-100 0,69| 1,556 1,98] 1,475 1,425| 0,466
Tabelle 39: zu Abbildung 8: LDH: WM115 MalasseZi,

Konzentration von Malassezin in uM [Wert 1{Wert 2 |Wert 3 |Wert 4| Mittelwert | Stabw

0f 0,163| 0,166 0,275| 0,265 0,217] 0,061

3,125| 0,169] 0,183] 0,259] 0,241 0,213] 0,044

6,25| 0,179] 0,181] 0,247| 0,245 0,213] 0,038

12,5| 0,169 0,194] 0,255| 0,262 0,220] 0,046

25| 0,157| 0,191] 0,239| 0,237 0,206] 0,039

50| 0,167 0,187] 0,257 0,249 0,215] 0,045

Triton-X-100 0,749 1,526] 1,732] 0,048 1,014 0,771
Tabelle 40: zu Abbildung 8: LDH: WM115 MalasseZh,

Konzentration von Malassezin in uM |Wert 1|Wert 2 [Wert 3 [Wert 4 |Mittelwert [Stabw

0f 0,163] 0,196| 0,264 0,29 0,228[ 0,059

3,125| 0,165] 0,185| 0,241| 0,242 0,208{ 0,039

6,25| 0,168| 0,199 0,217| 0,236 0,205( 0,029

12,5 0,174] 0,181| 0,269( 0,173 0,199( 0,047

25| 0,161] 0,196] 0,25| 0,262 0,217{ 0,047

50| 0,158] 0,172] 0,287| 0,259 0,219( 0,064

Triton-X-100 0,754] 1,125] 1,71 1,443 1,258| 0,412

Tabelle 41: zu Abbildung 8: LDH: WM115 Malassezli2h

Konzentration von Malassezin in pyM [Wert 1|Wert 2 |Wert 3 |Wert 4 |Mittelwert |Stabw

0| 0,162| 0,247| 0,29 0,266 0,241] 0,056

3,125| 0,152 0,202 0,284| 0,261 0,225] 0,060

6,25] 0,147 0,2| 0,277| 0,268 0,223] 0,061

12,5 0,159| 0,213 0,286] 0,293 0,238] 0,064

25| 0,148| 0,193] 0,274| 0,276 0,223| 0,063

50| 0,178] 0,165| 0,26 0,177 0,195] 0,044

Triton-X-100 2,609| 1,655| 1,582| 1,089 1,734] 0,635
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Tabelle 42: zu Abbildung 9: LDH: MeWo Staurospauimd Malassezin, 4h

Konzentration der Substanzen in uM |Staurosporin |Malassezin
0 0,174 0,152

3,125 0,151 0,146

6,25 0,142 0,148

12,5 0,153 0,144

25 0,143 0,147

50 0,142 0,149

Triton-X-100 0,597 0,597

Tabelle 43: zu Abbildung 9: LDH: MeWo Staurospauimd Malassezin, 6h

Konzentration der Substanzen in uM [Staurosporin |Malassezin
0 0,185 0,159
3,125 0,151 0,151
6,25 0,143 0,158
12,5 0,148 0,154
25 0,137 0,147
50 0,144 0,133
Triton-X-100 0,563 0,563

Tabelle 44: zu Abbildung 9: LDH: MeWo Staurospauimd Malassezin, 8h

Konzentration der Substanzen in uM | Staurosporin |Malassezin

0 0,18 0,171
3,125 0,155 0,145
6,25 0,148 0,148
12,5 0,159 0,155
25 0,142 0,15
50 0,15 0,148

Triton-X-100 0,584 0,584




Tabellenanhang -134 -

Tabellen 45: zu Abbildung 10: LDH: WM115 Staurosparnd Malassezin, 4h

Konzentration der Substanzen in uM |Staurosporin |Malassezin

0 0,147 0,178

3,125 0,148 0,135

6,25 0,147 0,15

12,5 0,153 0,168

25 0,128 0,153

50 0,174 0,149

Triton-X-100 0,69 0,69

Tabelle 46: zu Abbildung 10: LDH: WM115 Staurospound Malassezin, 6h

Konzentration der Substanzen in uM |Staurosporin [Malassezin

0 0,186 0,151

3,125 0,144 0,148

6,25 0,147 0,148

12,5 0,151 0,152

25 0,148 0,139

50 0,153 0,156

Triton-X-100 0,749 0,749

Tabelle 47: zu Abbildung 10: LDH: WM115 Staurospound Malassezin, 8h

Konzentration der Substanzen in uM |[Staurosporin |Malassezin
0 0,168 0,145

3,125 0,146 0,144

6,25 0,152 0,151

12,5 0,149 0,155

25 0,15 0,151

50 0,142 0,153

Triton-X-100 0,754 0,754
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Tabelle 48: zu Abbildung 11: LDH: MeWo MalassezkNF u.Malassezin+ ANF,

24h
Konzentration der Substanz in yM |Malassezin |Naphtoflavon|[M+N
0 0,290 0,69 0,690
0,019 0,367 0,352 0,156
0,039 0,198 0,221 0,210
0,078 0,217 0,229 0,195
0,156 0,184 0,24 0,202
0,313 0,285 0,379 0,308
0,625 0,265 0,443 0,237
1,25 0,186 0,208 0,228
2,5 0,230 0,179 0,234
5 0,161 0,28 0,210
10 0,173 0,237 0,199
Triton-X-100 1,533 1,533 1,533

Tabelle 49: zu Abbildung 12:MeWo:

ANF, 48h
Konzentration der Substanz in yM |Malassezin |Naphtoflavon |[M+N
0 0,368 0,368 0,368
0,095 0,382 0,470 0,397
0,19 0,294 0,361 0,368
0,39 0,311 0,302 0,371
0,78 0,256 0,348 0,277
1,56 0,397 0,631 0,880
3,13 0,389 0,480 0,572
6,25 0,295 0,414 0,380
12,5 0,279 0,312 0,281
25 0,241 0,265 0,280
50 0,554 0,406 0,555
Triton-X-100 1,520 1,520 1,520

LDH von MalassezANF u.Malassezin+
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Tabelle 50: zu Abbildung 13: LDH: WM115 Malassez\F u. Malassezin+ ANF,
48h

Konzentration der SubstanzinpyM |[M1 [M2 |Naphto 1|{Naphto 2|M+N 1|M+N 2
0] 0,245 0,245 0,245 0,245 0,245] 0,245
0,095 0,231] 0,234 0,243 0,232 0,269] 0,243
0,19] 0,239 0,22 0,251 0,285 0,248] 0,249
0,39] 0,233 0,237 0,25 0,246( 0,243] 0,242
0,78] 0,207 0,23 0,236 0,242| 0,232] 0,239
1,56| 0,267| 0,308 0,231 0,304 0,328] 0,28
3,13| 0,243] 0,233 0,202 0,252| 0,252 0,266
6,25( 0,230] 0,241 0,186 0,252 0,283] 0,236
12,5 0,219] 0,258 0,226 0,263 0,27] 0,197

Konzentration der Substanz in uyM [Mi-Wert M|Mi-Wert N|Mi-Wert M+N |Stabw M |Stabw N
0 0,245 0,245 0,245] 0,000{ 0,000

0,095 0,233 0,238 0,256] 0,002 0,008

0,19 0,230 0,268 0,249] 0,013] 0,024

0,39 0,235 0,248 0,243] 0,003] 0,003

0,78 0,219 0,239 0,236/ 0,016] 0,004

1,56 0,288 0,268 0,304 0,029] 0,052

3,13 0,238 0,227 0,259] 0,007 0,035

6,25 0,236 0,219 0,260[ 0,008] 0,047

12,5 0,239 0,245 0,234 0,028] 0,026

25 0,238 0,220 0,235 0,006] 0,050

50 0,229 0,209 0,300] 0,006f 0,039

Triton-X-100 1,103 1,103 1,103 0,000{ 0,000

Tabelle 51: zu Abbildung 14: LDH: WM115 Malassez\F u. Malassezin+ ANF,
96h

Konzentration der Substanzen in yM |Malassezin [Naphtoflavon|M+N
0 1,297 1,297 1,297
0,095 0,289 0,34 0,299
0,190 0,301 0,339 0,296
0,390 0,293 0,306 0,268
0,780 0,286 0,234 0,287
1,560 0,392 0,366 0,327
3,125 0,289 0,308 0,306
6,25 0,306 0,302 0,302
12,5 0,250 0,305 0,310
25 0,299 0,27 0,329
50 0,304 0,302 0,665
Triton-X-100 1,044 1,044 1,044
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Tabelle 52: zu Abbildung 19: Facs MeWo, 4h
Facs-Analytik: MeWo, Nekrose nach 4h
Malassezin- Konz. (uM) |Nekrose % Mittelwert | Stabw
0 1,66 18] 3,33 2,57 1,46 2,164| 0,776
3,125 2,03 1,18 2,64] 1,96] 1,51 1,864] 0,555
6,25 16| 2,73 2| 1,18] 1,28 1,758| 0,631
12,5 1,47 134 14| 1,7[ 0,39 1,260] 0,505
25 1,771 2,28/ 1,31] 2,82 0,31 1,698| 0,959
50 3,15 1,68 2,46] 2,06] 0,27 1,924] 1,073
Facs-Analytik: MeWo, Apoptose nach 4h
Malassezin- Konz. (UM) |Apoptose % Mittewert [ Stabw
0 42,69 37| 29,63| 42,44 42,52] 38,856 5,691
3,125 44,2| 33,2 31,11| 36,83| 38,12] 36,684| 5,051
6,25 46,56 34,7[ 32,68 26,93[ 41,8 36,526 7,727
12,5 42,69 36,9 28,16[ 25,17 31,12] 32,816 7,027
25 76,04| 75,7 37,07| 30,52| 38,74] 51,608 22,347
50 85,5| 87,3 48,23| 33,43| 54,95| 61,884| 23,708
Facs-Analytik: MeWo, vitale Zellen nach 4h
Malassezin- Konz. (UM) |vitale Zellen % Mittelwert | Stabw
0 55,65| 61,2] 29,63| 54,99] 56,02 51,498]12,472
3,125 53,77 65,7] 31,11] 61,21 60,37| 54,424]13,708
6,25 51,86| 62,6] 32,68| 71,83] 56,92 55,180]14,601
12,5 55,84| 61,7] 28,16] 73,13| 68,49 57,468]/17,653
25 22,19 22| 37,07| 66,66] 60,95 41,778121,112
50 11,59] 11 48,23| 64,51| 44,78 36,024[23,769
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Tabelle 53: zu Abbildung 19: Facs MeWo, 6h
Facs-Analytik: MeWo, Nekrose nach 6h
Malassezin- Konz. (UM) |Nekrose % Mittelwert |Stabw
0 7,77 1,17 12| 2,85 1,4 2,878 2,822
3,125 2,81 0,9 1,45 1,36] 1,84 1,672 0,719
6,25 2,32 1,07f 0,76] 0,69] 0,73 1,114| 0,691
12,5 1,33 0,63] 2,16] 0,79] 0,8 1,142 0,627
25 1,43 0,75 1,36 1,01 0,43 0,996] 0,419
50 2,05 1,03] 1,66 1,19] 0,71 1,328 0,529
Facs-Analytik: MeWo, Apoptose nach 6h
Malassezin- Konz. (UM) [Apoptose % Mittelwert | Stabw
0 46,13 29,5| 29,97 39,4 41,93] 37,386] 7,388
3,125 50,77| 29,87| 35,73| 25,38( 44,28 37,206 10,367
6,25 46,55 39,84| 29,66| 24,85[ 61,18] 40,416| 14,380
12,5 58,33| 52,26| 40,01| 25,49( 26,97 40,612] 14,703
25 84,64| 80,33 50,89 34,58| 40,21| 58,130] 23,042
50 90,99| 90,89 46,66 41,4| 64,58 66,904 23,564
Facs-Analytik: MeWo, vitale Zellen nach 6h
Malassezin- Konz. (UM) |vitale Zellen % Mittelwert| Stabw
0 46,1] 69,33| 68,83| 57,75| 56,67] 59,736[ 9,670
3,125 46,42] 69,2| 62,82| 73,26f 53,88] 61,116(11,001
6,25 51,13] 59,09 69,58 74,46| 38,09] 58,470{14,566
12,5 40,341 47,11| 57,83| 73,72| 72,23] 58,246(14,831
25 13,93| 18,92| 47,75] 64,41] 59,36] 40,874|23,189
50 6,96] 8,08]| 51,68| 57,41 34,71 31,768]|23,660
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Tabelle 54: zu Abbildung 19: Facs MeWo, 8h
Facs-Analytik: MeWo, Nekrose nach 8h
Malassezin- Konz. (uM) [Nekrose % Mittelwert | Stabw
0 4,18| 091 0,65 57[ 0,15 2,318| 2,468
3,125 3,16 1,05 0,76] 2,13] 0,24 1,468[ 1,171
6,25 1,57 1,08 0,47[ 0,64 0,18 0,788| 0,545
12,5 0,61 0,78] 0,73] 0,34 0,21 0,534| 0,249
25 0,85 0,72 0,46] 0,56 0,18 0,554| 0,257
50 1,53 2,87 0,68 0,99 0,2 1,254 1,024
Facs-Analytik: MeWo, Apoptose nach 8h
Malassezin-Konz.( uM) Apoptose% Mittelwert | Stabw
0 59,94 |29,33 36,75 |53,28 [25,06 | 40872 |15,147
3,125 48,98 |40,08 |35,15 | 45,82 |28,39 | 39,684 |8,251
6,25 65,69 |42,87 |29,84 |38,05 [22,04 | 39,698 |16,563
12,5 64,77 |54,04 |32,04 | 27,09 [22,05| 39,998 |18,459
25 86,68 |83,83 |40 2523 |39,83 | 55114 |28,178
50 91,21 |87,42 |53,85 |51,11 [63,71 | 69,460 |18,769
Facs-Analytik: MeWo, vitale Zellen nach 8h
Malassezin- Konz. (uM) |vitale Zellen % Mittelwert | Stabw
0 35,88 69,8] 62,6 41|74,79] 56,810/17,406
3,125 47,86| 58,9] 64,09| 52,1 71,37 58,848 9,371
6,25 32,74 56,1| 69,69 60,4| 77,78] 59,338|17,079
12,5 34,62| 45,2| 67,23[ 72,6| 77,74| 59,468| 18,624
25 12,47 155 59,54| 74,2] 59,99| 44,332]| 28,366
50 7,26 9,71 45,47| 47,9] 36,09] 29,286/19,513
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Tabellen 55: Facs MeWo, 12h
Facs-Analytik: MeWo, Nekrose nach 12h
Malassezin- Konz. (UM) |Nekrose % Mittelwert |Stabw
0 477 265/ 5,32 2,98 3,930 1,314
3,125 3,33] 3,74 1,14] 156 2,443| 1,284
6,25 2,25  2,41] 1,99 0,4 1,763 0,925
12,5 1,17] 1,86 1,05 1,14 1,305| 0,373
25 095 0,97 1,35/ 1,12 1,098| 0,185
50 1,38] 1,01 1.4 1,26 1,263] 0,179
Facs-Analytik: MeWo, Apoptose nach 12h
Malassezin- Konz. (UM) |Apoptose % Mittelwert | Stabw
0 57,58 55,35 42,59] 46,4 50,480 7,142
3,125 6,67| 53,46 30,7[ 40,06] 32,723] 19,721
6,25 51,95| 54,02 25,29| 26,43] 39,423| 15,690
12,5 42,2 41,68 33,86] 29,21] 36,738 6,304
25 46,28| 40,95 43,13 39,55| 42,478| 2,932
50 46,25 53,37| 50,83] 49,95 50,100 2,948
Facs-Analytik: MeWo, vitale Zellen nach 12h
Malassezin- Konz. (UM) |vitale Zellen % Mittelwert | Stabw
0 37,65 42] 52,09] 50,62 45,590| 6,916
3,125 90 42,8 68,16/ 58,38] 64,835/19,761
6,25 45,8| 43,57| 72,72| 73,17 58,815]|16,342
12,5 56,63| 56,46 65,09 69,65] 61,958 6,522
25 52,77| 58,08| 55,52| 59,33] 56,425 2,907
50 52,37| 45,62| 47,77| 48,79] 48,638 2,817
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Tabelle 56: zu Abbildung 25: Facs WM115, 4h
Facs-Analytik: WM115, Nekrose nach 4h
Malassezin- Konz. (uM) [Nekrose % Mittelwert |Stabw
0 1,16 0,73] 1,87 2,38] 1,02 1,432 0,676
3,125 09 0,59 1,62 0,87 1,11 1,018 0,384
6,25 0,61] 0,33] 1,26/ 0,68 0,99 0,774 0,359
12,5 0,73] 0,47] 0,93 2,12 0,83 1,016] 0,640
25 0,42 0,35 1,91 0,92 2,52 1,224 0,956
50 0,422 0,47] 1,41 0,7] 1,64 0,928 0,561
Facs-Analytik: WM115, Apoptose nach 4h
Malassezin- Konz. (UM) |Apoptose % Mittelwert |Stabw
0 6,84| 9,69] 16,79 15,1] 13,6 12,412 4,073
3,125 6,32 8,33]19,62| 10,67 13 11,578 5,138
6,25 5,75 6,9]19,75] 10,43| 14,4 11,436f 5,734
12,5 4,99| 6,96]19,05| 11,19 13,6 11,158 5,566
25 5,46| 6,15|24,26] 14,56| 14,4 12,960] 7,663
50 5,35| 7,45(27,93] 21,51| 24,7 17,394| 10,316
Facs-Analytik: WM115, vitale Zellen nach 4h
Malassezin- Konz. (uM) |vitale Zellen % Mittelwert | Stabw
0 92| 89,58| 81,34|82,52] 85,34 86,156] 4,554
3,125 92,78| 91,08| 78,76| 88,46] 85,94 87,404 5,486
6,25 93,64| 92,77 78,99 88,89] 84,66 87,790] 6,072
12,5 94,28 92,57| 80,02 86,71] 85,57] 87,830 5,732
25 94,12 93,5 73,83| 84,52 83,11 85,816| 8,377
50 94,21 92,08| 70,66|77,79] 73,63] 81,674| 10,800
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Tabelle 57: zu Abbildung 25: Facs WM115, 6h
Facs-Analytik: WM115, Nekrose nach 6h
Malassezin- Konz. (UM) |Nekrose % Mittelwert | Stabw
0 4,2 0,9 0,9 0,8] 1,551 1,662 1,446
3,125 1,29 0,61] 0,85 1,76 2,08 1,318] 0,612
6,25 1,06 0,53 0,94 0,63] 1,28 0,888 0,308
12,5 0,51| 0,25] 1,44] 1,45] 1,04 0,938] 0,543
25 0,75| 0,33] 1,16] 1,02 1,67 0,986 0,496
50 24| 1,01 6,51 0,71 1,32 2,390 2,390
Facs-Analytik: WM115, Apoptose nach 6h
Malassezin-Konz. (uM) Apoptose % Mittelwert Stabw
0 10,39 5,29 10,1| 14,31| 14,99 11,016 | 3,894
3,125 11,08| 6,63 7,78| 18,81| 12,81 11,422 | 4,818
6,25 14,06 | 10,81 | 12,35 9,49| 15,36 12,414 | 2,372
12,5 2541 15,75| 10,68| 12,86 14,78 15,896 | 5,661
25 49,62 | 38,66 | 13,24| 1851 | 19,48 27,902 | 15,504
50 78,61 | 74,49| 56,01| 26,97| 29,69 53,154 | 24,226
Facs-Analytik: WM115, vitale Zellen nach 6h
Malassezin- Konz. (UM) |vitale Zellen % Mittelwert | Stabw
0 85,41( 93,81 89| 84,89] 83,5 87,322| 4,156
3,125 87,63| 92,76] 91,37 79,43] 85,1 87,260| 5,320
6,25 84,88| 88,66/ 86,71| 89,88| 83,4 86,698| 2,666
12,5 74,08 84| 87,88 85,69| 84,2 83,166| 5,312
25 49,63 61,01f 85,6/ 80,47] 78,9 71,112]15,173
50 18,99 24,5| 37,42] 72,32 69 44,444124,873
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Tabelle 58: zu Abbildung 25: Facs WM115, 8h
Facs-Analytik: WM115, Nekrose nach 8h
Malassezin- Konz. (UM) [Nekrose % Mittelwert | Stabw
0 0,38 0,35 0,85] 1,98 0,93 0,898] 0,660
3,125 0,57 0,11 0,811 1,15 0,8 0,688 0,384
6,25 0,29 0,27 1,41 0,45 0,76 0,636] 0,475
12,5 0,42 0,37 0,74] 0,53 0,58 0,528 0,145
25 0,36 0,37 0,86 0,4 0,42 0,482] 0,213
50 0,92 0,82 0,56 0,42 0,82 0,708 0,209
Facs-Analytik: WM115, Apoptose nach 8h
Malassezin- Konz. (UuM) |Apoptose % Mittelwert [ Stabw
0 12,95] 11,35 9,89 12,46 14,2 12,170 1,634
3,125 18,34 7,5 11,27|11,92| 13,72 12,550 3,951
6,25 18,441 12,6/ 10,66| 13,69| 14,54 13,986| 2,882
12,5 29,4 21,31 15,04| 13,71] 16,31 19,154 6,409
25 52,88| 47,01 21,3| 14,57 22,63 31,678| 17,080
50 80,62| 81,94| 23,03 26,25| 33,25| 49,018] 29,686
Facs-Analytik: WM115, vitale Zellen nach 8h
Malassezin- Konz. (uM) |vitale Zellen % Mittelwert | Stabw
0 86,67 88,3] 89,26/ 85,56| 84,87 86,932| 1,837
3,125 81,09 92,39] 87,92| 86,93| 85,48 86,762 4,088
6,25 81,27| 87,13| 87,93| 85,86 84,7 85,378] 2,605
12,5 70,18| 78,32| 84,22| 85,76| 83,11 80,318 6,313
25 46,76 52,62| 77,84| 85,03] 76,95 67,840| 16,989
50 18,46 17,24 76,41| 73,33| 65,93 50,274 29,846
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Tabelle 59: Facs WM115, 12h
Facs-Analytik: WM115, Nekrose nach 12h
Malassezin- Konz. (UM) |Nekrose % Mittelwert |Stabw
0 1,18 0,91] 1,52 2,03 1,410{ 0,483
3,125 0,66/ 0,88] 0,79 0,55 0,720( 0,145
6,25 0,48 0,49 0,66 0,57 0,550 0,084
12,5 0,35 0,49] 0,51 0,94 0,573| 0,255
25 0,39 0,34 0,63 0,4 0,440| 0,129
50 0,29] 0,48 0,7 0,96 0,608[ 0,289
Facs-Analytik: WM115, Apoptose nach 12h
Malassezin- Konz. (UM) |Apoptose % Mittelwert |Stabw
0 6,9 10,72 12,72 17,48 11,955 4,404
3,125 8,95| 10,88| 15,53| 14,64 12,500 3,108
6,25 9,3] 10,08 11,6] 16,07 11,763| 3,026
12,5 11| 10,08 12,84| 18,66 13,145 3,852
25 11,94 11,67| 14,83] 55,92 23,590] 21,601
50 19,34 13,63| 15,32| 27,87 19,040 6,355
Facs-Analytik: WM115, vitale Zellen nach 12h
Malassezin- Konz. (uM) |vitale Zellen % Mittelwert | Stabw
0 91,92| 88,37| 85,73| 80,49] 86,628| 4,814
3,125 90,39| 88,24 83,68| 84,81 86,780| 3,091
6,25 90,22| 89,43| 87,74| 83,36] 87,688] 3,065
12,5 88,65| 89,43| 86,65| 80,4 86,283 4,093
25 87,67| 87,99] 84,54| 43,68 75,970] 21,583
50 80,37| 85,89 83,98| 71,17 80,353| 6,536
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Tabelle 60: zu Abbildung 27:Facs MeWo ANF 4-12h

Facs-Analytik: MeWogp-Naphtoflavon nach 4h

a- Naphtoflavon- Konz. (uM)|Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 4,09 28,28 67,63

3,125 3,69 37,02 59,29

6,25 2,562 31,86 65,62

12,5 1,89 25,62 72,49

25 2,2 26,99 70,81

50 2,28 24,18 73,54

Facs-Analytik: MeWogp-Naphtoflavon nach 6h

a- Naphtoflavon- Konz. (uM)|Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 6,9 20,46 72,64

3,125 7,43 31,79 60,78

6,25 5,16 23,06 71,78

12,5 2,24 25,43 72,34

25 2,07 21,1 76,83

50 1,64 30,33 68,03

Facs-Analytik: MeWogp-Naphtoflavon nach 8h

a- Naphtoflavon- Konz. (uM)|Nekrose % [Apoptose % |vitale Zellen %
0 1,47 28,64 69,89

3,125 1,84 24,36 73,8

6,25 1,75 26,16 72,09

12,5 2,14 28,34 69,52

25 2,1 34,49 63,41

50 2,22 35,26 62,52

Facs-Analytik: MeWog-Naphtoflavon nach 12h

a- Naphtoflavon- Konz. (uM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 2,58 31,86 65,56

3,125 2,01 28,33 69,66

6,25 1,79 24,24 73,97

12,5 3,65 32,14 64,21

25 2,76 33,91 63,33

50 3,66 36,63 59,71
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Tabelle 61: zu Abbildung 28: Facs MeWo MalasseZANF 4-12h

Facs-Analytik: MeWar-Naphtoflavon und Malassezin nach 4

a- Naphtoflavon- Konz. (uM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 8,01 27,44 64,55

3,125 6,6 64,54 28,86

6,25 3,75 61,56 34,69

12,5 4,39 62,53 33,08

25 5,33 68,02 26,65

50 3,38 70,56 26,06

Facs-Analytik: MeWar-Naphtoflavon und Malassezin nach 61

a- Naphtoflavon- Konz. (UM) |Nekrose % [Apoptose % |vitale Zellen %

0 6,71 28,16 65,13
3,125 5,3 58,46 36,24
6,25 3,43 63,06 33,51
12,5 3,14 67,11 29,75
25 2,53 65,25 32,22
50 1,63 72,72 25,65

Facs-Analytik: MeWar-Naphtoflavon und Malassezin nach 81

a- Naphtoflavon- Konz. (uM) |Nekrose % | Apoptose % |vitale Zellen %

0 3,75 36,96 59,29
3,125 4,55 70,43 25,02
6,25 2,76 71,05 26,19
12,5 2,87 70,94 26,19
25 5,92 78,81 15,27
50 2,43 81,78 15,79

Facs-Analytik: MeWar-Naphtoflavon und Malassezin nach 12h

a- Naphtoflavon- Konz. (UM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %

0 0,85 23,09 76,06
3,125 1,82 74,51 23,67
6,25 1,85 79,77 18,38
12,5 1,82 81,36 16,82
25 2,41 84,8 12,79

50 2,01 88,81 9,18
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Tabelle 62: zu Abbildung 29: Facs WM115 ANF 4-12h

Facs-Analytik: WM115¢-Naphtoflavon nach 4h

a- Naphtoflavon- Konz. (uM) |[Nekrose % [Apoptose % |vitale Zellen%
0 1,81 11,03 87,16

3,125 1,52 7,39 91,09

6,25 1,49 9,34 89,17

12,5 1,54 9,61 88,85

25 1,53 10,74 87,73

50 1,96 10,54 87,5

Facs-Analytik: WM115¢-

Naphtoflavon nach 6h

a- Naphtoflavon- Konz. (uUM)

Nekrose %

Apoptose %

vitale Zellen %

0 1,53 11,46 87,01
3,125 1,4 9,82 88,78
6,25 1,66 18,82 79,52
12,5 2,23 12,42 85,35
25 3,35 12,85 83,8
50 1,67 9,33 89

Facs-Analytik: WM115¢-

Naphtoflavon nach 8h

a- Naphtoflavon- Konz. (uUM)

Nekrose %

Apoptose %

vitale Zellen %

0 2,04 2,64 95,32
3,125 2,05 14,11 83,84
6,25 1,76 10,87 87,37
12,5 2,77 12,69 84,54
25 1,23 11,52 87,25
50 1,39 12,81 85,8

Facs-Analytik: WM115¢-

Naphtoflavon nach 12h

a- Naphtoflavon- Konz. (UM) |Nekrose % | Apoptose % |vitale Zellen %
0 4,95 21,36 73,69

3,125 4,41 18,1 77,49

6,25 1,55 13,7 84,75

12,5 2,67 14,98 82,35

25 2,63 18,51 78,86

50 1,62 12,91 85,47
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Tabelle 63: zu Abbildung 30: Facs WM115 MalasseZANF 4-12h

Facs-Analytik: WM115¢-Naphtoflavon und Malassezin nach 4h
Konzentrationen 1:1 (UM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 3,78 8,52 87,7
3,125 4,84 31,1 64,06
6,25 4,69 31,51 63,8
12,5 3,64 32,26 64,1
25 2,48 34,02 63,5
50 1,63 32,16 66,21

Facs-Analytik: WM115¢-Naphtoflavon und Malassezin nach Gh
Konzentrationen 1:1 (UM) |Nekrose % [Apoptose % |vitale Zellen %
0 1,47 10,31 88,22
3,125 3,1 31,75 65,15
6,25 3,38 25,59 71,03
12,5 4,09 34,17 61,74
25 5,05 26,5 68,45
50 2,5 31,87 65,63

Facs-Analytik: WM115¢-Naphtoflavon und Malassezin nach 8h
Konzentrationen 1:1 (UM) [Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen%
0 3,65 9,01 87,34
3,125 2,16 29,64 68,2
6,25 2,01 29,37 68,62
12,5 2,58 29,55 67,87
25 2,21 29,9 67,89
50 1,28 30,37 68,35

Facs-Analytik: WM115¢p-Naphtoflavon und Malassezin nach 12h

Konzentrationen 1:1 (uM) [Nekrose % [Apoptose % |vitale Zellen %
0 1,94 14,06 84
3,125 3,21 25,63 71,16
6,25 3,46 37,09 59,45
12,5 2,98 34,32 62,7
25 4,24 33,46 62,3
50 2,24 39,49 58,27
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Tabelle 64: zu Abbildung 31: MeWo Zytotoxizitat Stasporin nach 4, 6, 8h

Facs-Analytik: MeWo, Staurosporin nach 4h

Staurosporin- Konz. (UM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 1,89 44,75 53,36

3,125 1,49 30,01 68,5

6,25 0,84 12,16 87

12,5 0,79 25,07 74,14

25 1,74 31,34 66,92

50 1,35 21,15 77,5

Facs-Analytik: MeWo, Staurosporin nach 6h

0
3,125
6,25
12,5
25

50

0,43
0,76
0,55
0,82
1,02
1,91

Staurosporine- Konz. (uM) Nekrose % Apoptose %

31,43
39,17

25,9
28,89
31,12
51,69

vitale Zellen %
68,14

60,07

73,55

70,29

67,86

46,4

Facs-Analytik: MeWo, Staurosporin nach 8h

Staurosporin- Konz. (UM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 0,63 28,04 71,33

3,125 0,65 27,17 72,18

6,25 0,75 37,05 62,2

12,5 1,8 50,64 47,56

25 0,74 27,67 71,59

50 0,84 29,02 70,14
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Tabelle 65: zu Abbildung 32: WM115 Zytotoxizitd@8tosporin nach 4, 6, 8h

Facs-Analytik: WM115,

Staurosporin nach 4h

Staurosporin- Konz. (UM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 1,73 16,34 81,93

3,125 0,6 15,14 84,26

6,25 0,51 10,62 88,87

12,5 0,82 12,68 86,5

25 0,54 13,46 86

50 0,67 27,92 71,41

Facs-Analytik: WM115,

Staurosporin nach 6h

Staurosporin- Konz. (UM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 0,94 11,09 87,97

3,125 0,42 12,36 87,22

6,25 0,38 12,54 87,08

12,5 1,04 12,63 86,33

25 0,35 15,75 83,9

50 1,21 29,09 69,7

Facs-Analytik: WM115,

Staurosporin nach 8h

Staurosporin- Konz. (UM) |Nekrose % |Apoptose % |vitale Zellen %
0 0,89 18,38 80,73

3,125 0,24 17,49 82,27

6,25 0,57 23,52 75,91

12,5 0,43 20,7 78,87

25 0,66 23,32 76,02

50 7,44 39,71 52,85
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Tabelle 66: WM115, Vorversuch 1, komplette Resultdr RT-PCR nach
AACtMethode

Sample| Sample| Sample
Gene Well | 1 2 2 Fold change T-TEST

expl expl exp2 Samplel/Snple2|p value
ABL1 A01 | 35,0000 35,0000 35,0000| -1,86 N/A
AKT1 A0 18,0965 20,790017,7 66|1, 0,5106
APAF1 AO03 | 20,871923,1960 21,6760| 1 62 0,17 8
BAD A04 |23,021025,3695 23,0483 1,25 0,4137
BAG1 A0S | 21,725323,3228 21,7907| -1,03 0,3912
BAG3 A06 | 21,179%23,7565 20,2773| -1,02 0,6778
BAG4 A07 | 20,452124,0513 20,6061| 2,01 0,3897
BAK1 A08 |22,0108 23,3667, 21,1223 | -1,55 0,8543
BAX A09 |17,9802 19,6418 18,2280| 1,06 0,3094
BCL10 Al10 | 20,205022,0478 20,1295| 1,01 0,4542
BCL2 All | 22,097024,837724,2409| 2,98 0,0146
BCL2A1 Al2 | 19,923622,557419,4279| 1,15 0,5650
BCL2L1 BO1 | 18,609%20,8518 20,2282 2,09 0,0251
BCL2L10 B02 | 28,127031,3269 30,1155| 3,31 0,0504
BCL2L11 B0O3 | 25,217027,382524,9660| 1,06 0,5113
BCL2L2 B04 | 22,910725,0767 22,1818 -1,11 0,6688
BCLAF1 BO5 | 18,224221,5595 18,1926 1,72 0,4299
BFAR B06 | 18,728521,3396G 18,8966| 1,44 0,3732
BID BO7 |20,361722,107619,9280| -1,16 0,6083
BIK B08 |25,565428,337125,1777| 1,25 0,5292
BIRC1 B09 | 26,706929,7878 27,2770| 1,94 0,2831
BIRC2 B10 | 19,262321,7889 20,3029| 1,89 0,1384
BIRC3 B11 | 23,208026,5179 24,2249 | 2,46 0,1998
BIRC4 B12 | 20,529422,7228 20,2415| 1,06 0,5228
BIRC6 C01 | 20,489422,8799 20,5536| 1,28 0,4020
BIRC8 C02 | 26,676535,0000 29,5829| 26,86 0,1739
BNIP1 C03 | 22,399924,3730 22,6732| 1,19 0,3172
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BNIP2 C04 | 18,340621,020118,4623| 1,45 0,3877
BNIP3 CO05 | 19,674222,2509 19,4253 1,23 0,4966
BNIP3L C06 | 18,093620,9502 18,0314| 1,44 0,4394
BRAF CO7 | 23,816426,9995 24,3914 | 2,02 0,2863
CARD4 C08 | 23,253225,1561/22,6170| -1,18 0,6673
CARDG6 C09 | 24,203026,1967 23,5583| -1,14 0,6600
CARDS C10 | 20,477222,779521,2505| 1,59 0,1819
CASP1 Cl1l1| 22,025%3,283820,3089| -2,14 0,8916
CASP10 Cl12| 26,508B1,120227,6132| 3,98 0,2446
CASP14 D01 | 33,78585,0000 35,0000 1,25 N/A
CASP2 D02 | 19,286(21,531819,5852| 1,32 0,3213
CASP3 D03 | 18,606621,361118,9209| 1,59 0,3355
CASP4 D04 | 18,32331,326118,4127| 1,60 0,3997
CASP5 D05 | 26,818232,7226 28,0404| 6,48 0,2674
CASP6 D06 | 20,723%3,487521,6427| 1,96 0,1840
CASP7 D07 | 21,05143,937321,0566| 1,49 0,4213
CASPS8 D08 | 22,37134,6626 21,2860| -1,20 0,7551
CASP9 D09 | 25,217]27,0550 24,1331| -1,41 0,8208
CD40 D10 | 26,237Yy29,501127,7416| 2,86 0,1135
CD40LG D11 | 31,189837,1228 33,6486| 4,81 0,0435
CFLAR D12 | 19,893522,5485 20,0842 1,47 0,3675
CIDEA EO1 | 28,046335,0000 28,1549| 6,34 0,4106
CIDEB EO2 | 29,396637,6491 30,0218 4,75 0,3374
CRADD E03 | 22,065924,0003 22,0836| 1,08 0,4156
DAPK1 EO4 | 24,516126,3962 24,3343 | -1,01 0,4967
DFFA EO5 | 18,801821,0220 19,2158 1,37 0,2820
FADD EO6 | 19,507421,461019,5775| 1,11 0,3950
FAS EO7 | 21,329424,2051 21,5749| 1,62 0,3572
FASLG EO8 | 29,390530,6502 26,9134| -2,78 0,7755
GADD45A | EQ09 | 19,079821,235219,2095| 1,21 0,3763
HRK E10 | 27,113830,245726,9851| 1,55 0,4543
IGF1R E11 | 20,11832,306719,9194| 1,09 0,4923
LTA E12 | 29,794733,9052 29,0639 1,77 0,5574
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LTBR FO1 | 17,949020,7104 18,2110| 1,56 0,3500
MCL1 FO2 | 18,081420,8168 18,1236| 1,44 0,4108
NOL3 FO3 | 25,015826,9224 23,8143 | -1,43 0,8414
PYCARD FO4 | 26,872428,3643 25,1534 | -1,97 0,9501
RIPK2 FO5 | 22,436525,1681 22,7922| 1,60 0,3234
TNF FO6 | 26,983230,4044 26,8561 1,72 0,4512
TNFRSF10A FO7 | 24,849028,1462 25,8907 2,47 0,1943
TNFRSF10B FO8 | 18,473720,740417,6110| -1,12 0,6976
TNFRSF11B F09 | 23,355225,135522,1235| -1,51 0,8723
TNFRSF1A | F10 | 20,97424,607/520,9114| 1,89 0,4359
TNFRSF21 | F11| 19,05221,024417,3825| -1,64 0,9413
TNFRSF25 | F12 | 28,048480,6209 25,2494 | -1,97 0,9702
TNFRSF7 GO01| 28,128&9,693927,0686| -1,53 0,8652
TNFRSF9 G02| 27,051631,3784 28,2612| 3,73 0,2177
TNFSF10 GO03| 28,201(5,0000 28,2158 5,69 0,4210
TNFSF7 G04 | 22,851@5,038522,7376| 1,12 0,4627
TNFSF8 GO05| 29,29383,719329,0877| 2,37 0,4585
TP53 G06 | 17,70020,5240 18,1925| 1,73 0,2909
TP53BP2 GO7| 22,14524,9403 22,5414| 1,66 0,3150
TP73 GO08 | 26,893831,1018 28,1549| 3,65 0,2046
TRADD G09 | 22,687824,0478 21,5284 | -1,70 0,9438
TRAF2 G10 | 21,302624,0055 22,1688 1,89 0,1915
TRAF3 G11 | 20,244822,0150 20,0584 | -1,05 0,5032
TRAF4 G12 | 18,504720,5469 18,5547 1,13 0,4038
18SrRNA HO1 | 35,000085,0000 35,0000 -1,86 N/A
HPRT1 HO2 | 19,915822,3052 20,8647 1,74 0,1463
RPL13A HO3 | 18,298621,0476 18,3529| 1,45 0,4075
GAPDH HO4 | 13,672014,911513,7037| -1,17 0,4030
ACTB HOS | 13,134314,472913,3621| -1,06 0,2939
ACTB HO6 | 14,875317,3024 15,1951| 1,42 0,3223
ACTB HO7 | 17,314620,4518 18,0869| 2,12 0,2401
ACTB HO8 | 20,400323,7002 21,1543| 2,23 0,2523
ACTB HO9 | 23,979126,8652 24,2638| 1,64 0,3471
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ACTB H10 | 26,543434,7148 27,5535| 13,21 0,3283
ACTB H11 | 31,395835,0000 28,1764 | -1,63 0,9602
ACTB H12 | 35,000035,0000 35,0000| -1,86 N/A
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Tabelle 67: WM115, Vorversuch 2, komplette Resultdr RT-PCR nach
AACtMethode

Sample | Sample| Sample
Gene Well| 1 2 2 Fold change T-TEST

expl expl exp2 Samplel/Samplep value
ABL1 A01 | 35,0000/ 35,0005,0000-1,77 N/A
AKT1 AO02 | 18,3873| 18,563%®0,79 | 1,38 0,3662
APAF1 A03 | 21,1485 20,66623,196 | -1,03 ,5989
BAD A 4122,6717| 23,018[25,3695 1,63 0,3246
BAG1 A0S | 22,0446 22,26723,3228 -1,05 0,2907
BAG3 A06 | 21,3461 20,26423,7565-1,11 0,7402
BAG4 AQ07 | 20,2578 19,81444,05131,81 0,5120
BAK1 AO08 | 22,0614| 21,848523,3667-1,21 0,5465
BAX AQ09 (17,2730| 17,492(19,6418 1,39 0,3518
BCL10 Al10| 19,3933 20,08222,04781,81 0,2309
BCL2 All | 22,6189 22,33544,83771,11 0,5202
BCL2A1 Al2 | 18,6080 18,51922,55742,16 0,4400
BCL2L1 BO1 | 20,1110 20,01320,8518-1,41 0,5233
BCL2L10 B02 | 29,6301 29,23791,3269-1,12 0,5964
BCL2L11 B03 | 25,5491 24,00027,3825-1,60 0,9406
BCL2L2 B04 | 23,3810 22,64725,0767-1,26 0,7302
BCLAF1 BO5 | 18,5144 17,471@1,55951,13 0,6729
BFAR BO6 | 18,5511 18,235@1,3396 1,33 0,5092
BID BO7 | 19,4872 19,892®2,1076 1,62 0,3054
BIK BO8 | 26,7477 25,77838,3371-1,42 0,8311
BIRC1 B09 | 27,9211 28,25029,7878 1,21 0,2894
BIRC2 B10| 18,8122 19,23021,78891,84 0,3158
BIRC3 B11| 23,5847 22,57226,51791,10 0,6745
BIRC4 B12 | 20,0568 19,49222,72281,17 0,5821
BIRC6 C01| 20,5628 20,54822,87991,26 0,4276
BIRC8 C02| 30,7437 31,90285,0000 3,70 0,2226
BNIP1 C03| 21,9886 21,7440@4,373 | 1,19 0,5012
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BNIP2 C04| 18,2552 17,837Q@1,0201 1,28 0,5377
BNIP3 C05| 18,8300 19,232@2,2509 2,13 0,3328
BNIP3L C06| 17,5942 17,06920,95021,51 0,5416
BRAF CO7 | 23,6674 23,57326,99951,74 0,4444
CARDA4 C08| 23,5987 22,65695,1561 -1,43 0,8284
CARDG6 C09| 23,3627 23,712@6,1967 1,71 0,3285
CARDS C10| 20,1362 20,50332,77951,61 0,3170
CASP1 C11| 20,5641 20,33533,28381,34 0,4870
CASP10 C1l2| 27,007 26,41431,12021,92 0,5325
CASP14 DO1| 33,1798 33,51085,000Q0 1,19 0,2856
CASP2 D02| 19,4250 19,29821,53181,12 0,4707
CASP3 DO03| 18,6263 18,44y81,36111,37 0,4728
CASP4 D04, 17,8900 17,129721,3261 1,43 0,5890
CASP5 DO5| 29,1586 37,52232,722G 14,75 0,0539
CASP6 D06| 21,0122 22,30YP3,48752,09 0,0856
CASP7 DO07| 21,0209 20,65883,9373 1,37 0,5188
CASP8 D08| 21,0693 20,75024,6626 1,76 0,4907
CASP9 D09| 24,4979 24,11887,055 | 1,20 0,5370
CD40 D10| 27,4541 27,44929,50111,15 0,4244
CD40LG D11| 32,0485 35,27%37,1228 4,38 N/A
CFLAR D12 | 19,5683 19,29122,5485 1,45 0,4937
CIDEA EO1 | 29,4085 30,17635,0000 5,13 0,3181
CIDEB EO02 | 33,9692 32,26937,6491 -2,23 0,8293
CRADD EO3 | 21,9431 21,19524,0003-1,12 0,6864
DAPK1 EO4 | 24,4581 22,04426,3962-2,08 0,9229
DFFA EO5 | 18,969/ 18,169@1,022 | -1,14 0,7035
FADD EO6 | 19,6721 20,548@1,461 | 1,43 0,1001
FAS EO7 | 21,2330 20,73824,20511,34 0,5490
FASLG EO8 | 28,1196 30,06230,6502 2,67 0,0168
GADD45A | EQ09 | 18,9127 18,065@1,2352-1,06 0,6874
HRK E10 | 28,3102 26,78330,2457-1,53 0,9165
IGF1R E11| 19,6261 19,16292,3067 1,22 0,5537
LTA E12 | 30,1695 29,60223,90521,70 0,5382
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LTBR FO1 | 17,3541 16,89620,7104 1,55 0,5265
MCL1 FO2 | 18,2356 18,38120,8168 1,46 0,3792
NOL3 FO3 | 26,1527 25,71726,9224-1,57 0,8074
PYCARD FO4 | 25,3181 25,71628,3643 1,87 0,3231
RIPK2 FO5 | 22,8569 21,47185,1681-1,28 0,8256
TNF FO6 | 28,2126 27,441930,4046-1,08 0,6788
TNFRSF10A FO7 | 26,0066 25,046@8,1462-1,17 0,7401
TNFRSF10B FO8 | 18,0410 17,818%20,7404 1,34 0,4859
TNFRSF11B F09 | 23,0330 22,52225,1355-1,02 0,6044
TNFRSF1A | F10| 20,4108 20,63124,60752,62 0,3823
TNFRSF21 | F11| 18,2980 17,5421,02441,12 0,6285
TNFRSF25 | F12| 30,0081 27,91730,6209-2,95 0,6394
TNFRSF7 GO0l 28,4624 27,02629,6939-1,89 0,9460
TNFRSF9 G02 28,2456 27,56p31,3784 1,33 0,5858
TNFSF10 GO03 28,5144 28,22855,0000 4,86 0,4565
TNFSF7 GO04| 22,0422 23,17835,0385 2,37 0,1564
TNFSF8 GO5| 30,5010 31,44433,71932,40 0,2089
TP53 GO06| 18,0178 16,82520,524 | -1,12 0,7564
TP53BP2 GO7 22,1529 21,023%,9403 1,01 0,7134
TP73 G08| 29,4017 27,67081,1018-1,78 0,9937
TRADD G09 | 21,9724 22,11824,0478 1,22 0,3687
TRAF2 G10| 21,4983 21,55924,0055 1,38 0,4039
TRAF3 G11| 19,8785 20,10922,015 | 1,29 0,3400
TRAF4 G12| 17,6646 18,55420,5469 2,09 0,1989
18SrRNA HO1| 35,000B5,0000 35,0000-1,77 N/A
HPRT1 HO2| 19,8472 20,20622,3052 1,50 0,3116
RPL13A HO3| 18,1052 17,48221,0474Q 1,27 0,5820
GAPDH HO4 | 13,3060 13,45194,91151,04 0,3530
ACTB HOS5 | 13,1213 13,07994,4729-1,12 0,4464
ACTB HO6 | 14,5507 14,718d7,3024 1,56 0,3758
ACTB HO7 | 17,3255 17,49320,4518 1,77 0,3814
ACTB HO8 | 20,6397 20,879@3,7002 1,78 0,3627
ACTB HO9 | 23,7201 23,50726,8652 1,57 0,4746




Tabellenanhang - 158 -
ACTB H10 | 27,1274 26,491B4,7148 6,32 0,4863
ACTB H11 | 30,1349 30,531(8,1153 3,51 0,3602
ACTB H12 | 35,0000 35,00005,0000-1,77 N/A
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Tabelle 68: zu Abbildung 33: MeWo 3h Inkubationszeit 12,5uM Malassezin,
komplette Resultate der RT-PCR

Test Test

Kontrolle | Samplel Sample T-

Gen Well Sample 1|2 2 Fold change TEST
P

expl expl exp2 Samplel/Samplepvalue
ABL1 AO01 35,0000| 35,000085,0000 | -2,39 N/A
AKT1 A02 18,0434| 20,437420,5504 | 2,29 0,0005
APAF1 AO03 22,0453 24,215&4,2164 | 1,88 0,0000
BAD A04 23,4417| 26,474226,0925 | 3,00 0,004pb
BAG1 A05 21,3101 23,532223,3090 | 1,81 0,0028
BAG3 AO6 21,2620, 22,25822,7159 | -1,02 0,033[L
BAG4 AO07 21,6116, 22,275122,3352 | -1,48 0,0019
BAK1 A08 22,8691| 26,404[725,1896 | 3,19 0,0405
BAX A09 19,6107| 20,888220,8193 | -1,01 0,0008
BCL10 Al10 21,0604 22,80322,4116 | 1,22 0,015]/
BCL2 All 21,1451 22,24682,0164 | -1,21 0,0134
BCL2A1 Al2 23,2375 22,356P2,3430 | -4,42 0,000L
BCL2L1 BO1 21,8671 23,500&3,4403 | 1,27 0,0004
BCL2L10 B02 29,5546 29,445P9,9995 | -2,13 0,606(7
BCL2L11 BO3 26,0127 27,08827,2221 | -1,08 0,0034
BCL2L2 BO4 23,4722, 26,050@5,4235 | 2,01 0,018p
BCLAF1 B0O5 19,2293 19,14199,3448 | -2,37 0,9025
BFAR BO6 18,1389 19,858d9,2157 | 1,10 0,0490
BID BO7 19,8735 21,70321,4497 | 1,36 0,005p
BIK BO8 27,9173| 29,856229,0768 | 1,23 0,0578
BIRC1 B09 29,3917 29,958@9,2167 | -2,09 0,6501
BIRC2 B10 23,9212 23,88423,3812 | -2,92 0,3679
BIRC3 B11l 29,170§ 28,586@9,7787 | -2,37 0,985(/
BIRC4 B12 20,7222 22,47121,9685 | 1,18 0,027L
BIRC6 C0o1 21,786Q 23,74023,1472 | 1,32 0,030p
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BIRC8 C02 30,0463 30,46227,8891 | -4,37 0,568p
BNIP1 C03 23,1329 24,72024,0048 | -1,02 0,075P
BNIP2 co4 18,6875 19,69089,2375 | -1,39 0,075p
BNIP3 CO05 17,9033 19,38649,0832 | 1,05 0,012)/
BNIP3L C06 17,0471 18,40448,1053 | -1,03 0,0150
BRAF Co7 25,5549 25,51225,6067 | -2,38 0,923b
CARD4 Co08 23,7979 26,05124,7531 | 1,27 0,1321
CARDG6 Cco09 28,5740 29,24029,0644 | -1,60 0,0224
CARDS C10 24,2249 24,95625,0982 | -1,37 0,007]7
CASP1 Cl1 27,2917 29,03028,3029 | 1,09 0,0634
CASP10 C12 27,5184 28,58188,6305 | -1,12 0,0005
CASP14 D01 34,1871 34,63924,9156 | -1,59 0,050/
CASP2 D02 20,593% 21,22621,2290 | -1,54 0,0000
CASP3 D03 20,8649 22,47021,9894 | 1,08 0,02917
CASP4 D04 19,1590 20,14890,1770| -1,19 0,000p
CASP5 D05 29,7818 30,07198,7428 | -3,10 0,6299
CASP6 D06 21,5269 24,04382,7920 | 1,55 0,094
CASP7 DO7 21,4110 23,26983,1512 | 1,46 0,001
CASP8 D08 24,0297 26,03835,2963 | 1,30 0,047|7
CASP9 D09 25,2151 26,86636,5480 | 1,18 0,011p
CD40 D10 25,3206 28,210427,4745| 2,40 0,020p
CD40LG D11 32,2443 33,324982,5877 | -1,46 0,193]L
CFLAR D12 22,0962 24,26823,8058 | 1,61 0,0139
CIDEA EO1 33,8598 35,000 31,8942 -3,18 0,81
CIDEB EO2 29,9857 29,870@9,6858 | -2,76 0,152]7
CRADD EO3 23,3921 25,44625,1704 | 1,58 0,005
DAPK1 EO4 20,5262 23,15322,7033 | 2,21 0,008y
DFFA EO5 18,7730 20,12999,9346 | 1,00 0,0060
FADD EO06 18,7318 21,411&1,0800 | 2,39 0,004
FAS EOQ7 25,9358 27,55527,8519 | 1,43 0,0069
FASLG EO8 29,4474 30,24029,5212 | -1,77 0,3514
GADD45A | E09 22,0719 23,05822,5013 | -1,46 0,1260
HRK E10 22,0208 25,24925,2915| 3,98 0,0000
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IGF1R E1l1l 19,8086 22,29%21,9859 | 2,11 0,0044
LTA E12 32,0458| 35,000, 35,000, 3,24 N/A
LTBR FO1 18,9915 19,50720,0374 | -1,39 0,0983
MCL1 FO2 20,7158 23,03122,6550 | 1,83 0,0078
NOL3 FO3 24,2336 28,094@7,5865 | 5,10 0,0049
PYCARD FO4 23,1403 26,10925,1820 | 2,38 0,032
RIPK2 FO5 22,0220 24,32823,5423 | 1,58 0,039/
TNF FO6 27,5588 28,40227,2153 | -2,01 0,7145
TNFRSF10
A FO7 26,4955 27,47087,0665 | -1,40 0,0621
TNFRSF10B FO8 20,0207 22,59322,0225 | 2,04 0,015p
TNFRSF11B F09 26,4124 28,08728,1074 | 1,35 0,0000
TNFRSF1A | F10 24,0897 25,23695,5594 | 1,04 0,0149
TNFRSF21 | F11 23,5160 24,530P4,4995 | -1,20 0,000
TNFRSF25 | F12 29,0786 33,18232,1863 | 5,10 0,0185
TNFRSF7 GO01 30,1436 30,19080,0457 | -2,43 0,7589
TNFRSF9 G02 27,9585 28,77189,1357 | -1,20 0,0319
TNFSF10 GO3 31,9098 30,49629,5621 | -8,79 0,0566
TNFSF7 G04 30,0860 30,57%30,3603 | -1,83 0,0709
TNFSF8 GO05 29,9443 30,57030,0263 | -1,87 0,3228
TP53 G06 19,5655 20,65920,5947 | -1,14 0,0009
TP53BP2 GO7 23,3601 24,06824,0299 | -1,48 0,000p
TP73 GO08 27,6039 28,48028,1057 | -1,48 0,0665
TRADD G09 21,2884 24,15143,5640 | 2,48 0,0128
TRAF2 G10 21,8633 24,56924,2985 | 2,49 0,0028
TRAF3 G1l1 21,0042 23,40123,0284 | 1,94 0,0070
TRAF4 G12 20,5652 24,57323,7927 | 5,14 0,0115
18SrRNA HO1 35,000035,000 [35,000 | -2,39 N/A
HPRT1 HO2 20,2013 21,86221,8518 | 1,32 0,0000
RPL13A HO3 16,5713 20,04539,3713 | 3,68 0,0114
GAPDH HO4 14,7079 15,83815,5312 | -1,21 0,023P9
ACTB HO5 14,3531 15,071814,6567 | -1,68 0,1328




Tabellenanhang - 162 -
ACTB HO6 16,6003 17,179616,8245 | -1,81 0,1520
ACTB HO7 19,5084 19,89730,0372 | -1,74 0,0224
ACTB HO8 22,9177 23,14283,7177 | -1,67 0,216p
ACTB HO9 26,1665 26,24486,6492 | -1,97 0,299/
ACTB H10 29,7663 29,425%9,9533 | -2,52 0,798
ACTB H11l 35,0000, 35,000(85,0000 | -2,39 N/A
ACTB H12 35,0000| 35,000035,0000 | -2,39 N/A




Tabellenanhang
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Tabelle 69: zu Abbildung 34: MeWo 9h Inkubationszeit 12,5uM Malassezin,
komplette Resultate der RT-PCR

Symbol Well Kontrolle| Test Test T-
Sample 1f Sample 2 Sample 2 Fold change TEST
p
expl expl exp2 Samplel/SampleRalue

ABL1 AO1 |35,0000 | 35,0000[ 35,0000 1,35 0,6907
AKT1 A02 |23,5998 | 23,0386 20,8827 4,21 0,0040
APAF1 AO03 | 24,8773| 25,9078 23,5647 1,49 0,124
BAD A04 | 27,7708 | 26,5439 24,9198 5,56 0,0029
BAG1 AO5 | 25,4253 | 27,7946 26,0308 -2,07 0,0086
BAG3 A06 |20,2929| 21,5514 19,830F¢ 1,03 0,70779
BAG4 AO07 | 24,8327 | 25,0167 22,942p 2,44 0,0050
BAK1 A08 |22,1976 | 22,3370 20,8714 2,04 0,0403
BAX A09 |21,5121 | 20,8566/ 19,5183 3,39 0,0238
BCL10 Al0 | 22,6376| 23,0805 21,5541 1,69 0,05B87
BCL2 All | 25,4674 | 28,0258 24,3317 -1,21 0,7881
BCL2A1 Al2 | 24,2981 | 23,3175 21,8694 4,41 0,0106
BCL2L1 BO1 | 26,0146 | 24,9433 23,6483 4,45 0,01B86
BCL2L10 BO2 | 30,3315| 32,8172 30,6164 -1,93 0,0P55
BCL2L11 BO3 | 23,9932| 25,1851 23,7339 -1,02 0,9000
BCL2L2 B04 | 22,3220| 22,7067 21,3181 1,68 0,096
BCLAF1 BO5 | 22,0200| 23,1934 21,6409 1,03 0,8439
BFAR B0O6 | 20,6302| 22,6629 20,3238 -1,35 0,1959
BID BO7 | 23,1300 | 24,4749 22,7429 -1,03 0,63Y3
BIK B0O8 |30,1754 | 30,2676] 29,0936 1,91 0,1222
NAIP B09 | 24,6014 | 25,5085 24,342 1,08 0,7883
BIRC2 B10 | 23,3035| 21,7890 21,2733 4,62 0,0849
BIRC3 B11 | 29,8326| 26,5919 26,2721 14,28 0,0395
BIRC4 B12 | 24,1768| 24,8481 23,2700 1,47 0,0y18
BIRC6 CO01 | 24,0026 24,6810 23,6728 1,20 0,61148
BIRC8 C02 | 34,8776 35,0000 32,0664 3,43 0,0[/61
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BNIP1 CO03 | 23,9923 24,4288 22,7626 1,78 0,00{78
BNIP2 C04 | 20,2723| 22,0630 19,9367 -1,22 0,1304
BNIP3 CO05 | 19,2573 22,4362 19,4126 -2,35 0,1615
BNIP3L C06 | 19,9321 | 21,6646 19,6272 -1,21 0,0p22
BRAF CO7 | 26,3967 | 27,0746 25,8230 1,30 0,3540
NOD1 C08 | 24,9119| 25,6136 23,9462 1,48 0,0869
CARDG6 C09 | 27,2012 24,9851 24,7259 6,87 0,064
CARDS8 C10 | 28,2198| 27,0032 26,5429 3,69 0,1[1/93
CASP1 C1l1 | 29,4707 23,8016 23,6414 72,72 0,0190
CASP10 Cl1l2 | 35,0475 32,7560 31,3369 10,47 0,0048
CASP14 D01 | 35,0000 35,0000 36,1211 1,35 0,907
CASP2 D02 | 23,9360 24,3683 22,4058 1,98 0,0013
CASP3 D03 | 23,1877 23,1880 22,2745 1,86 0,2099
CASP4 D04 | 22,1546] 22,3042 21,3913 1,67 0,2687
CASPS D05 | 31,6343 32,3602 30,8564 1,38 0,2405
CASP6 D06 | 23,4073| 25,6852 23,3600 -1,60 0,0884
CASP7 DO7 | 23,4598| 24,9037 23,1613 -1,10 0,2059
CASP8 D08 | 26,4188 26,4830 25,5737 1,77 0,2348
CASP9 D09 | 23,3830 24,2920 23,1064 1,09 0,7684
CD40 D10 | 26,8183 31,5909 26,0833 -3,00 0,4/734
CD40LG D11 | 34,4945| 35,0000 31,6993 2,99 0,1542
CFLAR D12 | 25,3329 | 24,1533 23,0874 4,43 0,08b0
CIDEA EO1 | 35,0000| 31,6990 30,3804 21,04 0,0042
CIDEB EO2 | 26,7190| 27,4335 24,9015 1,98 0,0p12
CRADD EO3 | 21,9643| 24,1399 21,7841 -1,48 0,1863
DAPK1 EO4 | 23,0883| 27,313§ 23,6542 -3,89 0,1568
DFFA EOS5 | 21,8338| 23,5248 21,7006 -1,27 0,0004
FADD EO6 | 22,9792 | 24,0492 20,972/ 1,87 0,2669
FAS EO7 | 28,2007 24,9365 24,3762 15,77 0,0269
FASLG EO8 | 33,5067 31,0054 30,3387 9,64 0,0333
GADD45A |E09 | 25,7803| 23,8534 23,0310 6,84 0,082
HRK E10 | 23,1010| 31,0120 23,8057 -14,65 0,2823
IGF1R E11 | 22,5847 23,6127 22,6877 -1,09 0,8125
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LTA E12 |34,5538 | 32,7676 32,2528 5,57 0,0692
LTBR FO1 | 20,9998 | 21,3850 20,0038 1,67 0,1010
MCL1 FO2 | 20,8661 | 20,0690 19,5310 2,83 0,1568
NOL3 FO3 | 21,6358 | 23,9964 21,8716 -1,82 0,078
PYCARD FO4 | 25,2049| 27,6995 25,2871 -1,81 0,0819
RIPK2 FO5 | 22,3922 25,0845 21,9964 -1,64 0,3555
TNF FO6 | 31,4363| 33,1000 30,4613 1,06 0,8809
TNFRSF10
A FO7 | 29,1959 | 30,3246 28,8012 1,05 0,741
TNFRSF10B FO8 | 22,4242 | 21,1264 20,1156 4,72 0,0866
TNFRSF11B FO9 | 28,6568 | 25,4622 25,2949 13,12 0,0499
TNFRSF1A | F10 | 28,1856 25,6617y 25,1829 9,18 0,0455
TNFRSF21 | F11 | 25,0034 21,1706 21,0597 20,02 0,0899
TNFRSF25 | F12 | 39,0554 30,0464 29,6104 48,73 0,0164
CD27 GO01 | 30,1781 31,2127 29,6023 1,15 0,2809
TNFRSF9 G02 | 33,9567, 34,1750 32,5281 2,06 0,0129
TNFSF10 G03 | 32,3050 30,1679 30,0331 6,23 0,0952
CD70 G04 | 30,2358 23,3470 23,1434 171,92 0,0127
TNFSF8 GO5 | 38,2265 35,0000 32,23%4 3,52 0,0%32
TP53 GO06 | 22,4975 22,2191 21,0004 2,50 0,090
TP53BP2 GO7| 22,4730 23,1068 22,0297 1,27 0,4918
TP73 G08 | 27,1420 28,3427y 27,1885 -1,14 0,6598
TRADD G09 | 22,2337 | 23,6019 21,6318 1,04 0,3180
TRAF2 G10 | 25,8296| 26,5061 24,3822 1,77 0,0195
TRAF3 G11 | 24,2442 24,2983 22,7473 2,23 0,0210
TRAF4 G12 | 24,2059| 22,6992 22,2340 4,51 0,0928
B2M HO1 | 18,0253 | 17,9219 16,6277 2,27 0,0580
HPRT1 HO2 | 20,9192| 23,5022 20,8312 -1,76 0,1125
RPL13A HO3 | 16,8510 19,9886 16,7375 -2,11 0,2540
GAPDH HO4 | 14,9980| 15,3750 14,4505 1,43 0,3pb44
ACTB HO5 | 14,8260 | 15,7355 14,4191 1,14 0,5883
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Tabelle 70: zu Abbildung 35: MeWo 9h Inkubationszeit 12,5uM Malassezin,
komplette Resultate der RT-PCR

Symbol Well Kontrolle | Test Test T-
Sample 1| Sample 2 Samplekbld change TEST
Samplel/Sample
expl expl exp2 2 p value

ABL1 AO1 | 35,00 35,00 35,00 1,32 0,0126
AKT1 A02 | 21,45 21,76 23,04 -1,46 0,4534
APAF1 AO03 | 23,87 24,53 25,91 -1,93 0,2791
BAD AO4 | 25,12 25,16 26,54 -1,26 0,6584
BAG1 A05 | 27,07 27,57 27,79 -1,15 0,0890
BAG3 A06 | 21,22 21,74 21,55 -1,02 0,8833
BAG4 AO07 | 23,78 24,07 25,02 -1,29 0,4874
BAK1 A08 | 22,20 22,29 22,34 1,22 0,0053
BAX A09 |19,87 20,11 20,86 -1,16 0,5766
BCL10 Al10 | 23,02 23,67 23,08 1,03 0,90%9
BCL2 All | 27,79 27,08 28,03 1,56 0,2736
BCL2A1 Al2 | 23,07 23,34 23,32 1,10 0,1339
BCL2L1 BO1 | 22,96 24,06 24,94 -2,21 0,1024
BCL2L10 |BO2 | 31,68 35,00 32,82 -3,56 0,2486
BCL2L11 BO3 | 25,26 24,78 25,19 1,60 0,049
BCL2L2 BO4 | 21,97 22,38 22,71 -1,12 0,3002
BCLAF1 BO5 | 23,00 23,47 23,19 1,05 0,7530
BFAR B06 | 22,33 22,99 22,66 -1,07 0,6861
BID BO7 | 23,53 24,24 24,47 -1,34 0,0284
BIK BO8 | 29,60 30,37 30,27 -1,25 0,0837
NAIP BO9 | 24,39 25,48 25,51 -1,62 0,0019
BIRC2 B10 | 20,55 21,76 21,79 -1,77 0,001p
BIRC3 B11 | 24,08 26,82 26,59 -4,68 0,0051
BIRC4 B12 | 23,51 24,61 24,85 -1,77 0,007Y8
BIRC6 C01 | 24,01 24,45 24,68 -1,12 0,1429
BIRC8 C02 | 38,77 35,00 35,00 1,32 0,0126
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BNIP1 C03 | 24,07 24,30 24,43 1,08 0,0344
BNIP2 C04 | 21,63 21,93 22,06 1,03 0,218[7
BNIP3 C05 | 22,03 22,44 22,44 -1,00 0,953|/
BNIP3L C06 | 21,03 21,45 21,66 -1,09 0,168p
BRAF CO7 | 26,75 27,12 27,07 1,04 0,5384
NOD1 C08 | 25,09 25,28 25,61 1,03 0,760p
CARDG6 C09 | 24,43 25,06 24,99 -1,14 0,15011
CARDS C10 | 26,08 27,02 27,00 -1,45 0,0109
CASP1 Cl1| 23,21 24,12 23,80 -1,28 0,2291
CASP10 C12| 30,72 33,06 32,76 -3,45 0,0122
CASP14 DO1| 35,00 35,00 35,00 1,32 0,0126
CASP2 D02 | 23,21 23,64 24,37 -1,31 0,3425
CASP3 D03 | 22,81 23,19 23,19 1,02 0,6198
CASP4 D04 | 22,03 22,40 22,30 1,05 0,5187
CASP5 D05 | 31,65 33,79 32,36 -2,03 0,3113
CASP6 D06 | 25,32 25,49 25,69 1,10 0,1202
CASP7 D07 | 24,55 24,76 24,90 1,09 0,04Q7
CASPS8 D08 | 25,92 26,21 26,48 -1,02 0,7790
CASP9 D09 | 24,06 24,22 24,29 1,15 0,0015
CD40 D10 | 31,45 31,23 31,59 1,36 0,08111
CD40LG D11 | 33,51 34,88 35,00 -2,04 0,000p
CFLAR D12 | 23,25 24,28 24,15 -1,48 0,03%8
CIDEA EO1 | 29,86 31,45 31,70 -2,49 0,0035
CIDEB EO02 | 25,94 25,70 27,43 -1,17 0,8094
CRADD EO3 | 23,76 23,93 24,14 1,09 0,1706
DAPK1 EO4 | 27,22 27,52 27,31 1,15 0,2958
DFFA EO5 | 23,24 23,91 23,52 -1,06 0,7700
FADD EO6 | 22,88 23,37 24,05 -1,35 0,281y
FAS EO7 | 24,30 25,00 24,94 -1,20 0,07538
FASLG EO8 | 30,22 30,91 31,01 -1,26 0,0000
GADD45A |EQ9 | 23,48 23,52 23,85 1,15 0,2490
HRK E10 | 31,61 30,37 31,01 2,50 0,0404
IGF1R E11 | 23,09 23,62 23,61 -1,09 0,12pP5
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LTA E12 | 32,36 32,64 32,77 1,04 0,0766
LTBR FO1 | 21,04 21,13 21,39 1,14 0,151y
MCL1 FO2 | 19,47 19,61 20,07 1,02 0,8838
NOL3 FO3 | 23,79 23,84 24,00 1,21 0,0151
PYCARD FO4 | 27,54 27,75 27,70 1,16 0,0908
RIPK2 FO5 | 24,98 25,09 25,08 1,22 0,025|7
TNF FO6 | 31,99 31,94 33,10 -1,09 0,8310
TNFRSF10
A FO7 | 29,49 29,92 30,32 -1,18 0,2700
TNFRSF10
B FO8 | 20,11 20,59 21,13 -1,27 0,2650
TNFRSF11
B FO9 | 25,41 25,69 25,46 1,18 0,2705
TNFRSF1A | F10 | 25,07 25,01 25,66 1,10 0,6766
TNFRSF21 | F11| 20,16 20,65 21,17 -1,27 0,2476
TNFRSF25 | F12| 29,17 29,21 30,05 -1,04 0,8882
CD27 GO01| 30,29 30,83 31,21 -1,26 0,15pP8
TNFRSF9 | G02| 35,54 33,33 34,18 3,13 0,0485
TNFSF10 GO03| 30,34 30,73 30,17 1,22 0,4704
CD70 G04 | 22,49 23,50 23,35 -1,45 0,04P2
TNFSF8 GO05| 35,00 34,34 35,00 1,66 0,1252
TP53 GO06 | 21,31 21,46 22,22 -1,09 0,7422
TP53BP2 GO7| 22,37 23,14 23,11 -1,28 0,0297
TP73 GO08 | 28,47 28,89 28,34 1,20 0,49172
TRADD G09 | 23,48 23,72 23,60 1,17 0,1728
TRAF2 G10 | 24,99 25,90 26,51 -1,76 0,0860
TRAF3 G11 | 22,92 23,70 24,30 -1,59 0,1190
TRAF4 G12 | 22,04 22,24 22,70 -1,02 0,866[1
B2M HO1l | 17,28 17,28 17,92 1,05 0,80%3
HPRT1 HO2 | 22,66 23,52 23,50 -1,37 0,0153
RPL13A HO3 | 19,58 19,52 19,99 1,17 0,359/
GAPDH HO4 | 15,40 15,61 15,38 1,24 0,197Y8
ACTB HOS5 | 15,37 16,13 15,74 -1,11 0,5842
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Tabelle 71: zu Abbildung 36: MeWo 9h Inkubationszeit 12,5uM Malassezin,
komplette Resultate der RT-PCR

Symbol Well Kontrolle | Test Test T-
Sample 1| Sample (Sample 2 Fold change TEST
Samplel/Sample|p
expl expl exp2 2 value

ABL1 AO1 |35,0000 | 35,0000; 35,0000 -1,20 0,2874
AKT1 A02 21,4941 21,8610 24,9257 -4,48 0,2499
APAF1 A03 | 24,0308 | 25,0909 26,081y -3,53 0,0p81
BAD A04 | 25,0466 | 25,0795 28,2773 -3,72 0,3123
BAG1 AO5 | 27,0656 | 27,0993 27,1379 -1,25 0,1938
BAG3 AO6 | 21,2528 | 20,9512 21,1033 -1,03 0,7p52
BAG4 A07 | 24,0386 | 24,8411 24,6226 -1,94 0,0823
BAK1 A08 |22,3464 | 21,5562 22,3458 1,10 0,5971
BAX A09 19,8799 | 20,0966, 21,0914 -1,97 0,0893
BCL10 Al10 | 23,1438 | 23,1469 23,1011 -1,18 0,3b88
BCL2 All | 27,7185 | 26,7304 28,9180 -1,29 0,7239
BCL2A1 Al2 | 23,0649 | 23,0360 23,0136 -1,17 0,3p96
BCL2L1 BO1 | 22,6920 | 24,0123 26,2389 -6,49 0,1011
BCL2L10 BO2 | 31,4255 | 31,2333 32,1596 -1,45 0,1956
BCL2L11 BO3 | 24,7705 | 24,3829 24,4039 1,08 0,5810
BCL2L2 BO4 | 21,9507 | 22,0745 22,5002 -1,52 0,0023
BCLAF1 BO5 | 22,9706 | 22,958 22,8399 -1,14 0,512
BFAR BO6 | 22,2958 | 21,7959 22,4319 -1,06 0,6029
BID BO7 |23,4711 | 23,8325 24,2388 -1,78 0,0005
BIK B0O8 29,6816 | 29,7943 29,9247 -1,36 0,06b1
NAIP B0O9 | 24,3118 | 25,3869 25,4423 -2,58 0,018
BIRC2 B10 | 20,4740 | 21,8434 22,1316 -3,43 0,0005
BIRC3 B11 | 24,0645 | 26,5562 27,081 -8,10 0,0007
BIRC4 B12 | 23,5689 | 24,5368 25,2257 -2,98 0,0102
BIRC6 CO01 | 23,9424 | 24,4663 24,5793 -1,80 0,0220
BIRC8 C02 | 38,8179 | 35,0000 35,0000 -1,20 0,2874
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BNIP1 C03 | 24,0278 | 23,5407 24,6098 -1,24 0,4682
BNIP2 C04 | 21,6203 | 21,2629 21,516 -1,02 0,6192
BNIP3 C05 | 22,0218 | 21,3086 22,0866 1,04 0,7968
BNIP3L C06 | 21,0264 | 20,7091 21,6143 -1,32 0,2/7157
BRAF C07 | 26,7518 | 26,4554 26,9000 -1,14 0,0388
NOD1 C08 | 25,0773 | 24,6646 25,6726 -1,28 0,3827
CARDG6 C09 | 24,4044 | 24,9474 24,7883 -1,66 0,1099
CARDS8 C10 | 26,0622 | 26,8736 26,8621 -2,10 0,0300
CASP1 Cl1 | 23,2153 | 23,695Y 23,7838 -1,73 0,0300
CASP10 Cl12 | 30,9118 | 34,7270 34,3385 -14,77 0,0093
CASP14 D01 | 35,0000 | 35,0000 35,0000 -1,20 0,2874
CASP2 D02 | 23,1688 | 23,6641 25,2672 -2,95 0,1274
CASP3 D03 | 22,8583 | 22,8760 22,7228 -1,15 0,9134
CASP4 D04 | 22,0137 | 21,8794 22,0805 -1,17 0,1096
CASPS DO5 | 31,7284 | 32,3780 32,4554 -1,93 0,0224
CASP6 D06 | 25,3426 | 24,5843 25,0359 1,20 0,0236
CASP7 DO7 | 24,5446 | 24,2372 24,5184 -1,07 0,1%32
CASP8 D08 | 25,9413 | 26,219% 26,0052 -1,35 0,2734
CASP9 D09 | 24,0833 | 23,726% 23,5430 1,14 0,9720
CD40 D10 | 31,6250 | 28,2206 32,3164 2,13 0,172
CD40LG D11 | 33,6373 | 34,3842 35,0000 -2,49 0,0087
CFLAR D12 | 23,3349 | 23,7169 24,7048 -2,20 0,067
CIDEA EO1 | 29,6937 | 30,8444 31,0972 -2,91 0,0014
CIDEB EO2 | 25,9977 | 26,1622 28,1982 -2,73 0,2251
CRADD EO3 | 23,7323 | 23,2393 23,580p 1,04 0,0474
DAPK1 EO4 | 27,2290 | 25,4131 26,491p 2,02 0,1042
DFFA EO5 | 23,2687 | 22,8146 23,3096 -1,04 0,4026
FADD EO6 | 22,9143 | 22,0234 25,2862 -2,01 0,5p95
FAS EO7 | 24,3147 | 24,7056 24,4568 -1,44 0,2473
FASLG EO8 | 30,2574 | 31,1243 31,1611 -2,22 0,0201
GADD45A |E09 | 23,4925 | 23,1080 23,4578 -1,04 0,0273
HRK E10 | 31,5019 | 26,0473 29,487y 11,08 0,1524
IGF1R E11l | 23,0792 | 23,4022 22,9496 -1,28 0,4718
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LTA E12 |32,5197 | 32,3106 32,1422 1,02 0,9280
LTBR FO1 | 21,1224 | 20,5973 20,9161 1,07 0,0530
MCL1 FO2 | 19,4111 19,8579 19,3294 -1,36 0,4P39
NOL3 FO3 | 23,7929 | 23,0688 23,2583 1,29 0,0546
PYCARD FO4 | 27,5902 | 26,6596 27,0275 1,40 0,0000
RIPK2 FO5 | 25,0321 | 23,6359 24,6858 1,52 0,2171
TNF FO6 | 32,0632 | 33,0953 31,291f -1,31 0,7912
TNFRSF10

A FO7 | 29,5873 | 29,9572 32,4377 -3,67 0,2181
TNFRSF10

B FO8 | 20,1100 | 20,4022 21,601y -2,23 0,1088
TNFRSF11

B FO9 | 25,4414 | 25,5737 25,3536 -1,22 0,4327
TNFRSF1A | F10 | 25,1122 | 25,5274 27,2748 -2,93 0,1%33
TNFRSF21 | F11 | 20,1664 21,180 21,50%2 -2,71 0,0002
TNFRSF25 | F12 | 29,3045| 29,0158 31,7172 -2,51 0,336
CD27 GOl | 30,4824 | 31,662¢ 30,5895 -1,88 0,3348
TNFRSF9 | G02 | 35,0000 | 34,0940 34,3118 1,45 0,0192
TNFSF10 GO03 | 30,3265 | 30,4168 29,9530 -1,09 0,7961
CD70 G04 | 22,4863 | 22,8303 22,8862 -1,55 0,0951
TNFSF8 GO5 | 35,0000 | 34,5081 35,0000 -1,01 0,7987
TP53 GO06 | 21,3074 | 21,5767 22,8882 -2,28 0,1280
TP53BP2 GO7 | 22,3817 | 23,5095 22,5835 -1,90 0,2875
TP73 GO08 | 28,6779 | 28,1315 28,2703 1,16 0,2036
TRADD G09 | 23,5164 | 22,5839 23,4243 1,19 0,4038
TRAF2 G10 | 25,0249 | 25,5214 27,913 -3,88 0,1/929
TRAF3 G11 | 22,9409 | 23,7492 25,0571 -3,31 0,0668
TRAF4 G12 | 22,0628 | 22,4277 23,5688 -2,30 0,0901
B2M HO1 |17,1630 | 17,1171 16,8591 -1,06 0,8p25
HPRT1 HO2 | 22,7776 | 22,3420 22,9217 -1,09 0,3809
RPL13A HO3 | 19,5952 | 18,1708 19,3029 1,51 0,2603
GAPDH HO4 | 14,8540 | 14,3424 14,5960 1,09 0,1691
ACTB HO5 | 14,8454 | 15,0236 15,1543 -1,42 0,0p04
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Tabelle 72: zu Abbildung 37: LDH: DMSO-Kontrolle,dWo nach 4h
DMSO/3ml (ul)|Wert 1|Wert 2 |Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Wert 7|Wert 8[Mittelwert | Stabw
0| 0,246| 0,215| 0,232 0,214] 0,243| 0,274 0,237] 0,022
1,875| 0,401 0,463 0,42] 0,589 0,378] 0,244] 0,22| 0,256 0,371] 0,126
3,75| 0,373| 0,349| 0,418| 0,446| 0,376| 0,398| 0,242| 0,261 0,358| 0,072
7,5 0,421| 0,381| 0,422] 0,448 0,47] 0,34] 0,314| 0,264 0,383] 0,071
15| 0,361| 0,328 0,451 0,394 0,396] 0,26{ 0,258| 0,252 0,338] 0,075
30] 0,239| 0,194] 0,273 0,273] 0,255| 0,297| 0,481| 0,313 0,291] 0,085
60| 0,176 0,177| 0,187 0,21| 0,195| 0,172] 0,48 0,28 0,235| 0,105
Triton-X-100 0,982 0,9 0,915 0,57| 1,938] 0,792 1,016| 0,474
Tabelle 73: zu Abbildung 37: LDH: DMSO-Kontrolle,éWo nach 6h
DMSO/3ml (pl)|Wert 1|Wert 2 |Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Wert 7 |Wert 8|Mittelwert | Stabw
0| 0,254] 0,211} 0,229 0,214] 0,258 0,241 0,235] 0,020
1,875| 0,331] 0,426] 0,451| 0,567| 0,329| 0,214]| 0,224| 0,246 0,349] 0,125
3,75| 0,378] 0,335| 0,402| 0,459| 0,382| 0,378] 0,22| 0,231 0,348] 0,083
7,5 0,383] 0,379] 0,417| 0,424] 0,479| 0,331] 0,237| 0,23 0,360] 0,089
15| 0,368| 0,33] 0,407| 0,383] 0,394| 0,256] 0,219]| 0,249 0,326] 0,074
30{ 0,226] 0,194 0,267 0,262] 0,254| 0,288| 0,395| 0,262 0,269] 0,059
60| 0,181| 0,177| 0,172 0,201] 0,191| 0,194| 0,291 0,237 0,206] 0,040
Triton-X-100 0,929] 0,998 1 0,571] 1,88| 0,935 1,052| 0,436
Tabelle 74: zu Abbildung 37: LDH: DMSO-Kontrolle,éWo nach 8h
DMSO/3ml (ul)|Wert 1 [Wert 2 |Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6| Wert 7 |Wert 8 |Mittelwert |Stabw
0| 0,239 0,206{ 0,226 0,216] 0,265| 0,263 0,236] 0,024
1,875| 0,393] 0,401] 0,464 0,563| 0,361| 0,229| 0,218 0,24 0,359] 0,123
3,75| 0,374 0,344| 0,395| 0,437| 0,367 0,292| 0,23| 0,243 0,335| 0,074
7,5 0,439] 0,364| 0,405| 0,426] 0,44| 0,259| 0,249| 0,248 0,354] 0,088
15[ 0,376{ 0,322] 0,389| 0,372| 0,378 0,216] 0,228| 0,235 0,315] 0,076
30| 0,247] 0,193| 0,257] 0,255| 0,244| 0,268 0,317| 0,269 0,256| 0,034
60| 0,178] 0,173] 0,173| 0,197| 0,184| 0,169| 0,282| 0,267 0,203] 0,045
Triton-X-100 0,982 0,952] 1,013 0,694 1,828| 0,915 1,064| 0,391
Tabelle 75: zu Abbildung 37: LDH: DMSO-KontrollkleWo nach 12h
DMSO/3ml (ul) [Wert 1{Wert 2 [Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6|Wert 7 |Wert 8 [Mittelwert | Stabw
0| 0,268] 0,236/ 0,25 0,248] 0,269| 0,257 0,255] 0,013
1,875| 0,428| 0,508| 0,519| 0,589] 0,401] 0,218 0,34 0,237 0,405] 0,134
3,75| 0,434] 0,38 0,447| 0,499| 0,413] 0,419| 0,267 0,244 0,388 0,089
7,5 0,489| 0,427| 0,461] 0,459] 0,509| 0,422 0,264| 0,242 0,409] 0,101
15| 0,408 0,367 0,444] 0,419 0,43] 0,371} 0,27 0,228 0,367] 0,078
30] 0,259{ 0,221] 0,294 0,298] 0,28 0,382| 0,273 0,297 0,288] 0,046
60| 0,206 0,197| 0,198| 0,223] 0,209| 0,242 0,261| 0,296 0,229] 0,035
Triton-X-100 1,046 1,07] 1,045 0,386 1,711 0,758 1,003| 0,436
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Tabelle 76: zu Abbildung 38: LDH: DMSO-Kontrolle,éWo, 24h

DMSO/3ml (u)|Wert 1{Wert 2|Wert 3[{Wert 4 |Wert 5| Mittelwert | Stabw
0| 0,356 0,306/ 0,325 0,3290| 0,025

1,875| 0,554| 0,531 0,49| 0,681] 0,459] 0,5430[ 0,085

3,75[ 0,491] 0,454| 0,492] 0,565 0,49 0,4984| 0,041

7,5] 0,506 0,5| 0,571] 0,565| 0,593] 0,5470| 0,042

15 0,49{ 0,436{ 0,482 0,503| 0,509| 0,4840| 0,029

30| 0,343] 0,285| 0,337| 0,334] 0,355] 0,3308| 0,027

60| 0,268] 0,288] 0,272] 0,321f 0,305 0,2908( 0,022
Triton-X-100 1,102] 1,083] 0,987 1,0573| 0,062
Tabelle 77: zu Abbildung 38: LDH: DMSO-Kontrolle,éWo, 48h
DMSO/3ml (pl) [Wert 1{Wert 2[Wert 3[Wert 4|Wert 5 |Mittelwert | Stabw
0| 0,916] 0,527| 0,444 0,6290{ 0,252

1,875| 0,453| 0,505 0,5| 0,539| 0,421 0,4836{ 0,047

3,75| 0,455| 0,416| 0,461| 0,501| 0,437| 0,4540( 0,032

7,5 0,497| 0,452| 0,473| 0,495 0,529| 0,4892]| 0,029

15| 0,446| 0,403| 0,429]| 0,453] 0,454 0,4370{ 0,021

30] 0,347{ 0,268] 0,326 0,359] 0,358] 0,3316| 0,038

60| 0,526/ 0,475| 0,455| 0,479 0,487| 0,4844| 0,026
Triton-X-100 0,933 0,966| 0,903 0,9340{ 0,032
Tabelle 78: zu Abbildung 38: LDH: DMSO-Kontrolle,éWo, 72h
DMSO/3ml (ul) [Wert 1 [Wert 2[Wert 3 |Wert 4 |Wert 5 [Mittelwert | Stabw

0] 1,335 1,108] 0,802 1,0817| 0,267

1,875 0,381] 0,481 0,53 0,53] 0,415] 0,4674]| 0,068

3,75 0,428| 0,387| 0,401 0,44| 0,431| 0,4174| 0,022

7,5 0,498] 0,433| 0,478 0,515| 0,566| 0,4980| 0,049

15 0,471] 0,459| 0,492 0,498] 0,515| 0,4870] 0,022

30] 0,455| 0,407 0,491] 0,463| 0,505| 0,4642| 0,038

60| 0,691| 0,763 0,73] 0,747| 0,77] 0,7402| 0,032
Triton-X-100 0,935| 0,814| 0,739 0,8293| 0,099




Tabellenanhang -174 -
Tabelle 79: zu Abbildung 39: LDH: DMSO-Kontrolle,M115 nach 4h
DMSO/3ml (ul)|Wert 1|Wert 2|Wert 3[|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Wert 7|Wert 8 |Mittelwert |Stabw
0| 0,203] 0,197{ 0,192 0,249] 0,256{ 0,235 0,222| 0,028
1,875| 0,269| 0,319] 0,252| 0,276| 0,321] 0,245| 0,245| 0,233 0,270| 0,034
3,75| 0,252] 0,29| 0,284| 0,304| 0,361] 0,397| 0,256] 0,305 0,306/ 0,050
7,5 0,33] 0,256] 0,209| 0,248| 0,256] 0,374| 0,281| 0,23 0,273| 0,054
15| 0,295| 0,326] 0,259( 0,299| 0,323] 0,314| 0,243]| 0,254 0,289| 0,033
30] 0,201] 0,21} 0,22 0,215| 0,287| 0,379] 0,498{ 0,379 0,299| 0,109
60| 0,172| 0,178] 0,174| 0,187 0,195| 0,226 0,505| 0,312 0,244| 0,115
Triton-X-100 0,712] 0,83| 0,797 0,695| 1,752 1,021 0,968| 0,401
Tabelle 80: zu Abbildung 39: LDH: DMSO-Kontrolle,M115 nach 6h
DMSO/3ml (ul)|Wert 1{Wert 2|Wert 3|Wert 4{Wert 5|Wert 6 |Wert 7|Wert 8 |Mittelwert | Stabw
0| 0,184] 0,186( 0,19 0,228| 0,249| 0,278 0,219| 0,039
1,875| 0,277] 0,326] 0,248 0,255| 0,321] 0,227| 0,211| 0,236 0,263| 0,042
3,75 0,266] 0,29] 0,278 0,294| 0,347| 0,364| 0,251| 0,251 0,293| 0,042
7,5 0,303] 0,263] 0,208 0,24| 0,243] 0,372| 0,251| 0,241 0,265| 0,051
15[ 0,277] 0,32 0,261 0,293]| 0,317 0,264| 0,237| 0,28 0,281| 0,028
30| 0,201| 0,225| 0,217| 0,21| 0,282] 0,292 0,341] 0,289 0,257| 0,051
60| 0,161| 0,173| 0,173 0,183| 0,188| 0,214| 0,284| 0,272 0,206| 0,047
Triton-X-100 0,807] 0,846{ 0,816 0,643 1,054 0,833| 0,147
Tabelle 81: zu Abbildung 39: LDH: DMSO-Kontrolle,M115 nach 8h
DMSO/3ml (ul) |Wert 1 |Wert 2|Wert 3[Wert 4{Wert 5(Wert 6 |Wert 7|Wert 8|Mittelwert | Stabw
0] 0,239 0,206] 0,226 0,249| 0,284 0,275 0,247] 0,029
1,875| 0,393 0,401 0,464| 0,563] 0,361| 0,255| 0,216] 0,234 0,361] 0,121
3,75| 0,374 0,344| 0,395| 0,437| 0,367| 0,34 0,233] 0,259 0,344 0,068
7,5 0,439 0,364 0,405| 0,426] 0,44 0,299 0,213] 0,256 0,355] 0,089
15| 0,376{ 0,322 0,389 0,372] 0,378| 0,274| 0,221 0,257 0,324] 0,065
30] 0,247] 0,193| 0,257 0,255] 0,244{ 0,297| 0,263 0,3 0,257] 0,033
60] 0,178] 0,173| 0,173| 0,197| 0,184 0,215| 0,247| 0,266 0,204]| 0,036
Triton-X-100 0,982] 0,952 1,013 0,662] 1,332| 1,055 0,999] 0,215
Tabelle 82: zu Abbildung 39: LDH: DMSO-Kontrol/M115 nach 12h
DMSO/3ml (pl)[Wert 1 [Wert 2 |Wert 3|Wert 4|Wert 5|Wert 6 |Wert 7|Wert 8 |Mittelwert | Stabw
0| 0,196] 0,203] 0,204 0,249] 0,311| 0,243 0,234| 0,044
1,875| 0,318] 0,362] 0,275| 0,292] 0,354 0,23] 0,418| 0,231 0,310] 0,066
3,75 0,3| 0,319| 0,307| 0,289| 0,382 0,36] 0,286| 0,248 0,311] 0,043
7,5 0,342 0,291] 0,235| 0,268] 0,278| 0,316] 0,321| 0,232 0,285| 0,040
15| 0,331] 0,368] 0,296 0,326] 0,356 0,283] 0,387| 0,236 0,323] 0,050
30] 0,247| 0,256] 0,249| 0,236| 0,319] 0,341 0,314| 0,315 0,285| 0,041
60| 0,201| 0,197 0,194| 0,204| 0,213] 0,213]| 0,301| 0,285 0,226] 0,042
Triton-X-100 0,823| 0,845] 0,815 0,627] 1,498| 0,939 0,925| 0,299
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Tabelle 83: zu Abbildungen 40: LDH: DMSO-Kontrol@M115 nach 24h

DMSO/3ml (ul)|Wert 1 [Wert 2 |Wert 3[Wert 4 |Wert 5 |Mittelwert | Stabw
0| 0,245 0,249| 0,254 0,249| 0,005
1,875| 0,353 0,428] 0,333 0,357 0,427 0,380] 0,045

3,75| 0,349 0,376] 0,372| 0,391| 0,445 0,387| 0,036

7,5| 0,391 0,359] 0,291| 0,328 0,333 0,340| 0,037

15| 0,369 0,368] 0,341 0,388| 0,414 0,376] 0,027

30{ 0,271] 0,304| 0,286| 0,283] 0,356 0,300| 0,033

60| 0,223] 0,228| 0,226| 0,231] 0,259 0,233| 0,015
Triton-X-100 0,903] 0,902| 0,913 0,906| 0,006

Tabelle 84: zu Abbildung 40: LDH: DMSO-Kontrolle,M115 nach 48h

DMSO/3ml (ul)|Wert 1|Wert 2 |Wert 3 |Wert 4 |Wert 5] Mittelwert |Stabw
0| 0,216] 0,21] 0,258 0,228 0,026
1,875| 0,315| 0,357] 0,298| 0,304| 0,367 0,328] 0,032

3,75| 0,299] 0,317] 0,321| 0,323| 0,384 0,329] 0,032

7,5 0,319 0,294] 0,271] 0,283| 0,297 0,293] 0,018

15| 0,315| 0,357| 0,311| 0,333| 0,354 0,334] 0,021

30| 0,24 0,258] 0,252] 0,235] 0,33 0,263] 0,039

60| 0,208| 0,223| 0,21 0,22 0,281 0,228| 0,030
Triton-X-100 0,717| 0,769| 0,651 0,712] 0,059

Tabelle 85: zu Abbildung 40: LDH: DMSO-Kontrolle,M115 nach 72h

DMSO/3ml (ul)|Wert 1|Wert 2 [Wert 3 |Wert 4 [Wert 5 [Mittelwert | Stabw
0| 0,444] 0,637| 0,804 0,628| 0,180
1,875| 0,472 0,47| 0,404| 0,426] 0,52 0,458| 0,045

3,75| 0,43] 0,445] 0,399] 0,457| 0,526 0,451] 0,047

7,5| 0,49] 0,446] 0,394 0,43] 0,482 0,448| 0,039

15| 0,541| 0,546| 0,467| 0,516| 0,608 0,536| 0,051

30| 0,476 0,478 0,473| 0,478 0,665 0,514| 0,084

60| 0,623| 0,572 0,556 0,572 0,862 0,637| 0,128
Triton-X-100 0,886| 0,943] 0,86 0,896] 0,042
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Tabelle 86: zu Abbildung 41: Facs-Analytik: DMSO-imlle, MeWo, 4h

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Nekrose ,MeWo, 4h
DMSO-Anteil [INekrose % Mittelwert Stabw
0 7,69 3,17 6,4 5,753 2,328
0,94 1,63 1,48 16,55 6,553 8,658
1,875 0,97 0,75 4,81 2,177 2,283
3,75 8,21 1,75 7,86 5,940 3,633
7,5 1,8 1,33 7,53 3,553 3,452
15 2,14 1,3 3,93 2,457 1,343
30 4,68 2,02 5,37 4,023 1,769
60 2,27 1,61 4,31 2,730 1,408
Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose ,MeWo, 4h
DMSO-Anteil |Apoptose % Mittelwert Stabw
0 45,16 18,25 34,03 32,480 13,522
0,94 30,63 31,44 38,85 33,640 4,530
1,875 21,63 15,12 31,3 22,683 8,141
3,75 46,11 26,33 34,66 35,700 9,931
7,5 23,49 16,66 32,05 24,067 7,711
15 54,38 19,71 20,74 31,610 19,726
30 57,05 19,12 21,67 32,613 21,201
60 47,6 15,68 18,66 27,313 17,632
Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen ,MeWaéh
DMSO-Anteil |vitale Zellen % Mittelwert Stabw
0 47,15 78,58 59,57 61,767 15,830
0,94 67,74 67,06 44,6 59,800 13,168
1,875 77,4 84,13 63,89 75,140 10,308
3,75 45,68 71,92 57,48 58,360 13,142
7,5 74,71 82,01 60,42 72,380 10,982
15 43,48 78,99 75,33 65,933 19,531
30 38,27 78,86 72,96 63,363 21,931
60 50,13 82,71 77,03 69,957 17,404
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Tabelle 87: zu Abbildung 41: Facs-Analytik: DMSO-imlle, MeWo, 6h
Facs-Analytik: DMSO- Kontrolle, Nekrose ,MeWo, 6h
DMSO-Anteil |Nekrose % Mittelwert Stabw
0 1,58 1,73 4,2 2,503 1,471
0,94 2,77 1,22 3,32 2,437 1,089
1,875 1,62 1,38 2,02 1,673 0,323
3,75 1,41 5,72 9,75 5,627 4,171
7,5 1,42 2,98 517 3,190 1,884
15 1,15 2,05 4,43 2,543 1,695
30 3,42 1,91 3,36 2,897 0,855
60 2,22 1,6 3,47 2,430 0,953
Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose ,MeWo, 6h
DMSO-Anteil | Apoptose % Mittelwert Stabw
0 30,4 21 21,64 24,347 5,252
0,94 41,42 26,6 32,22 33,413 7,482
1,875 28,67 28,47 24,32 27,153 2,456
3,75 25,28 54,35 28,89 36,173 15,845
7,5 22,49 37,29 21,43 27,070 8,867
15 21,07 31,38 22,09 24,847 5,681
30 29,67 27,89 21,36 26,307 4,375
60 26,67 18,57 18,46 21,233 4,709
Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen ,MeW6h
DMSO-Anteil [vitale Zellen % Mittelwert Stabw
0 68,02 77,27 74,16 73,150 4,707
0,94 55,81 72,18 64,46 64,150 8,189
1,875 69,71 70,15 73,66 71,173 2,165
3,75 73,31 39,93 61,36 58,200 16,913
7,5 76,09 59,73 73,4 69,740 8,773
15 77,78 66,57 73,48 72,610 5,655
30 66,91 70,2 75,28 70,797 4,217
60 71,11 79,83 78,07 76,337 4,611
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Tabelle 88: zu Abbildung 41: Facs-Analytik: DMSO-imlle, MeWo, 8h
Facs- Analytik: DMSO- Kontrolle, Nekrose ,MeWo, 8h
DMSO-Anteil |Nekrose % Mittelwert Stabw
0 1,33 1,72 3,36 2,137 1,077
0,94 1,38 1,1 3,08 1,853 1,072
1,875 1,22 0,54 2,41 1,390 0,947
3,75 0,81 1,65 5,78 2,747 2,660
7,5 1,48 0,84 4,46 2,260 1,932
15 0,96 1,97 3,51 2,147 1,284
30 1,89 1,45 2,8 2,047 0,689
60 2,19 1,46 2,71 2,120 0,628
Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose ,MeWo, 8h
DMSO-Anteil | Apoptose % Mittelwert Stabw
0 23,28 34,95 21,52 26,583 7,299
0,94 28,34 32,65 33,94 31,643 2,933
1,875 20,76 25,28 20,55 22,197 2,672
3,75 23 44,34 35,07 34,137 10,701
7,5 26,38 25,31 27,09 26,260 0,896
15 19,97 28,27 26,53 24,923 4,377
30 21,85 20,2 24,18 22,077 2,000
60 27,07 26,06 21,89 25,007 2,746
Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen, MeW8h
DMSO-Anteil [vitale Zellen % Mittelwert Stabw
0 75,39 63,33 75,12 71,280 6,886
0,94 70,28 66,25 62,98 66,503 3,657
1,875 78,02 74,18 77,04 76,413 1,995
3,75 76,19 54,01 59,15 63,117 11,610
7,5 72,14 73,85 68,45 71,480 2,760
15 79,07 69,76 69,96 72,930 5,318
30 76,26 78,35 73,02 75,877 2,686
60 70,74 72,48 75,4 72,873 2,355
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Tabelle 89: zu Abbildung 41: Facs-Analytik: DMSO+itmlle, MeWo, 12h

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Nekrose ,MeWo, 12h

DMSO-Anteil [Nekrose % Mittelwert Stabw

0 3,37 2,74 3,85 3,320 0,557

0,94 2,8 1,59 4,48 2,957 1,451

1,875 4,29 1,85 9,21 5,117 3,749

3,75 6,37 2,19 12,31 6,957 5,085

7,5 2,41 1,53 19,76 7,900 10,280

15 3,64 1,32 12,41 5,790 5,849

30 3,12 2,15 14,36 6,543 6,787

60 2,75 2,69 11,21 5,550 4,902

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose ,MeWo, 12h

DMSO-Anteil | Apoptose % Mittelwert Stabw

0 31,81 57,28 25,95 38,347 16,656

0,94 37,44 62,24 33,93 44,537 15,432

1,875 36,06 62,73 45,46 48,083 13,527

3,75 47,45 47,92 39,34 44,903 4,824

7,5 34,6 43,8 39,26 39,220 4,600

15 30,92 40,55 39,22 36,897 5,218

30 31,1 40,09 38,76 36,650 4,852

60 32,49 35,26 34,28 34,010 1,405

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen ,MeWd2h

DMSO-Anteil |vitale Zellen % Mittelwert Stabw

0 64,82 39,98 70,2 58,333 16,120

0,94 59,76 36,17 61,59 52,507 14,178

1,875 59,65 35,42 45,33 46,800 12,182

3,75 46,18 49,89 48,35 48,140 1,864

7,5 62,99 54,67 40,98 52,880 11,114

15 65,44 58,13 48,37 57,313 8,564

30 65,78 57,76 46,88 56,807 9,486

60 64,76 62,05 54,51 60,440 5,311
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Tabelle 90: zu Abbildung 42: Facs-Analytik: DMSO4itmlle, WM115, 4h

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Nekrose ,WM115, 4h

DMSO-Anteil [Nekrose % Mittelwert Stabw

0 1,96 1,41 6,74 3,370 2,931

0,94 6,07 1,93 1,56 3,187 2,504

1,875 1,55 4,14 1,28 2,323 1,579

3,75 1,99 1,72 10,15 4,620 4,791

7,5 1,32 2,88 6,94 3,713 2,901

15 2,34 2,87 5,25 3,487 1,550

30 4,47 6,19 9,31 6,657 2,454

60 5,7 3,23 4,71 4,547 1,243

FacsAnalytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose \WM115, 4h

DMSO-Anteil | Apoptose % Mittelwert Stabw

0 6,37 8,33 17,73 10,810 6,072

0,94 28,6 10,03 17,5 18,710 9,344

1,875 5,42 10,25 18,61 11,427 6,673

3,75 3,71 6,45 25,74 11,967 12,006

7,5 3,28 7,76 23,72 11,587 10,744

15 5,09 6,28 22,43 11,267 9,686

30 6,31 9,15 23,75 13,070 9,358

60 10,51 7,92 17,51 11,980 4,961

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen, WM118h

DMSO-Anteil |vitale Zellen % Mittelwert Stabw

0 91,67 90,25 75,53 85,817 8,937

0,94 65,33 88,04 80,94 78,103 11,618

1,875 93,03 85,63 80,11 86,257 6,483

3,75 94,3 91,81 64,11 83,407 16,758

7,5 95,4 89,36 69,34 84,700 13,641

15 92,57 90,85 72,32 85,247 11,228

30 89,22 84,66 66,94 80,273 11,770

60 83,79 88,85 77,78 83,473 5,542
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Tabelle 91: zu Abbildung 42: Facs-Analytik: DMSO+imlle, WM115, 6h

Facs- Analytik: DMSO- Kontrolle, Nekrose ,\WM115, 6h

DMSO-Anteil [Nekrose % Mittelwert Stabw

0 0,91 0,71 1,88 1,167 0,626

0,94 1,6 0,82 10,2 4,207 5,205

1,875 1,68 1,81 1,17 1,553 0,338

3,75 1,31 1,45 11,44 4,733 5,809

7,5 1,44 2,39 10,43 4,753 4,939

15 1,33 1,2 6,12 2,883 2,804

30 2,41 2,05 4,49 2,983 1,317

60 1,98 0,89 4,09 2,320 1,627

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose ,WM115, 6h

DMSO-Anteil | Apoptose % Mittelwert Stabw

0 8,9 7,09 15,93 10,640 4,670

0,94 6,66 6,52 56,01 23,063 28,533

1,875 6,68 6,77 16,69 10,047 5,753

3,75 6,76 5,74 22,39 11,630 9,332

7,5 6,02 6,22 26,92 13,053 12,009

15 5,76 4,59 19,01 9,787 8,009

30 8,77 6,82 19,42 11,670 6,782

60 9,39 6,44 20,11 11,980 7,194

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen \WM116h

DMSO-Anteil |vitale Zellen % Mittelwert Stabw

0 90,19 92,2 82,19 88,193 5,295

0,94 91,74 92,66 33,8 72,733 33,720

1,875 91,64 91,42 82,14 88,400 5,422

3,75 91,93 92,81 66,17 83,637 15,133

7,5 92,54 91,39 62,65 82,193 16,935

15 92,91 94,21 74,87 87,330 10,810

30 88,82 91,13 76,09 85,347 8,099

60 88,63 92,67 75,8 85,700 8,808
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Tabelle 92: zu Abbildung 42: Facs-Analytik: DMSO+imlle, WM115, 8h

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Nekrose ,WM115, 8h

DMSO-Anteil [Nekrose % Mittelwert Stabw

0 1,28 2,32 0,63 1,410 0,852

0,94 0,66 0,68 0,86 0,733 0,110

1,875 0,8 1,25 0,82 0,957 0,254

3,75 1,14 2,55 45,91 16,533 25,451

7,5 1,07 0,88 5,98 2,643 2,891

15 0,64 0,86 3,05 1,517 1,332

30 1,05 1,74 33,16 11,983 18,343

60 1,72 2,51 2,97 2,400 0,632

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose ,WM115, 8h

DMSO-Anteil | Apoptose % Mittelwert Stabw

0 6,6 8,82 16,09 10,503 4,964

0,94 7,59 5,79 13,23 8,870 3,882

1,875 4,7 8,56 16,74 10,000 6,148

3,75 6,43 12,09 19,11 12,543 6,352

7,5 5,18 5,89 20,44 10,503 8,613

15 5,91 8,24 18,94 11,030 6,949

30 8,18 8,71 15,38 10,757 4,013

60 5,9 9,41 16,63 10,647 5,471

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen \WM118h

DMSO-Anteil |vitale Zellen % Mittelwert Stabw

0 92,12 88,86 83,28 88,087 4,470

0,94 91,75 93,563 85,91 90,397 3,986

1,875 94,5 90,19 82,44 89,043 6,111

3,75 92,43 85,36 34,98 70,923 31,328

7,5 93,75 93,23 73,58 86,853 11,498

15 93,45 90,9 78,01 87,453 8,277

30 90,77 89,55 51,46 77,260 22,352

60 92,38 88,08 80,4 86,953 6,069
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Tabelle 93: zu Abbildung 42: Facs-Analytik: DMSO4mlle, WM115, 12h

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Nekrose \WM115, 12h

DMSO-Anteil |Nekrose % Mittelwert Stabw

0 6,56 1,95 3,07 3,860 2,404

0,94 6,23 1,93 2,43 3,530 2,352

1,875 6,65 2,17 3,62 4,147 2,286

3,75 2,64 2,7 9,77 5,037 4,099

7,5 3,56 2,38 5,04 3,660 1,333

15 4,23 5,06 8,53 5,940 2,281

30 4,72 5,54 8,43 6,230 1,949

60 4,43 4,4 5,11 4,647 0,402

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, Apoptose ,WM115, 12h

DMSO-Anteil | Apoptose % Mittelwert Stabw

0 10,37 8,5 18,26 12,377 5,180

0,94 11,25 15,37 22,11 16,243 5,482

1,875 12,27 17,25 18,63 16,050 3,346

3,75 8,39 8,81 20,86 12,687 7,081

7,5 7,84 9,74 25,24 14,273 9,545

15 8,48 11,95 21,48 13,970 6,731

30 10,44 14,84 21,25 15,510 5,436

60 12,03 11,52 17,79 13,780 3,482

Facs-Analytik: DMSO-Kontrolle, vitale Zellen ,\WM11%2h

DMSO-Anteil |vitale Zellen % Mittelwert Stabw

0 83,07 89,55 78,67 83,763 5,473

0,94 82,52 82,7 75,46 80,227 4,129

1,875 81,08 80,58 77,75 79,803 1,796

3,75 88,97 88,49 69,37 82,277 11,180

7,5 88,6 87,88 69,72 82,067 10,699

15 87,29 82,99 69,99 80,090 9,007

30 84,84 79,62 70,32 78,260 7,355

60 83,54 84,08 77,1 81,573 3,883
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