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ZUSAMMENFASSUNG
Untersuchungen zur biologischen Rolle
der Melanozyten in der humanen Talgdrise
Tolk, Kai Michael

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass Melanozyten in exokrinen Drisen, u. a. auch in
der humanen Talgdruse, vorkommen. Um erste Einblicke in die mdgliche Funktion
dieser seboglandularen Melanozyten zu erhalten, wurde zunachst durch Immnun-
fluoreszenzfarbungen mit einem Melanozyten-Antikdrper die Gegenwart von
Melanozyten in der Talgdriise der humanen Haut bestatigt. Dieses Ergebnis bildete
die Grundlage fur funktionelle Untersuchungen. Zunachst wurden normale humane
Melanozyten und SZ95-Zellen, eine immortalisierte Talgdrisen-Zelllinie gewonnen
aus humaner Gesichtshaut, in vitro kokultiviert. Dabei bildeten die Melanozyten
Dendriten, die sich an die SZ95-Zellen anlegten. Konditioniertes Melanozyten-
medium hemmte die Linolenséure-induzierte Lipidsynthese und unterdrickte die
Apoptose von SZ95-Zellen ausgelost durch Serumdeprivation. Eine Koinkubation
von SZ95-Zellen mit konditioniertem Melanozytenmedium und einem gegen a-
Melanozyten-stimulierendes-Hormon (a-MSH) gerichteten Antikdrper, konnte den
antiapoptotischen Effekt des konditionierten Melanozytenmediums blockieren. Die
Tatsache, dass auch a-MSH die durch Serumdeprivation induzierte Apoptose von
SZ95-Sebozyten hemmte, lasst auf die Prasenz von a-MSH in konditioniertem
Melanozytenmedium schlielRen. Diese Ergebnisse weisen auf eine erste funk-
tionelle Rolle von Melanozyten in der humanen Talgdriise hin. Durch Sekretion von
Mediatoren wie a-MSH, konnten seboglanduldre Melanozyten die Prolifera-
tionsrate, Apoptose und Lipidsynthese regulieren und so zur Homdostase in der
Talgdruse beitragen.

Tag der mundlichen Prifung: 21.10.2009



Meinen Eltern

Was wir wissen, ist ein Tropfen

was wir nicht wissen, ein Ozean.

(Isaac Newton)



Inhaltsverzeichnis

L EINTEITUNG ettt 1
1.1 EinfUhrung in die ThemMatiK ...........cooiiiiiei s 1
1.2 Struktur und Funktion der humanen Epidermis..........cccceeevveveiiesiese e 2
1.3 Anatomie und Funktion der humanen Talgdrlse...........cccccevvvevieiieieevvenene 6
1.4 Vorkommen und Rolle der Melanozyten beim Menschen............ccccocvvvnee. 8
1.5 ZICISEIZUNG ...ttt bttt st nae s 13

2. Material und MethOden ..........eiiiiiii e 13
2.1 MALETTAL ... 13

2.1 1 ZEIYPEN e 13
2.1.2 SUDSTANZEN ....coeiiiieciiee ettt ente e eneenns 14
2.1.3 GOIALE ... r e ean e 15
pZ = 1 g T Yo =T o TS 16
2.2. 1 ZEIKUITUL ...ttt et nns 16
2.2.2 Immunfluoreszenzfarbungen der humanen Haut ...............c.cceevenene 17
2.2.3 Sebozyten-Melanozyten KOKUIUF ...........ccccoeiieiiiieiic e 18
2.2.4 ProliferationSMESSUNG........cocoiiiiiiiiiieie st 18
2.2.5 LIPIAFArDUNG ..o s 19
2.2.6 APOPLOSEIMESSUNG ..vvviiiiiiieiiiie ittt stee st e sbee e e s sbe e s b e srbe e s snbeesnnaee e s 20

2.3 StatiStiISCNe AUSWEITUNG ....ooviiiiiiiiieiee e 22



3. ErgEDNISSE .. 22

3.1 In situ-Nachweis von Melanozyten in der humanen Talgdrise................. 22
3.2 Zellulare Interaktionen in der Sebozyten-Melanozyten Kokultur............... 25

3.3 Konditioniertes Melanozytenmedium erhéht die metabolische Aktivitat von
SEDOZYIEN .. 26
3.4 |dentifizierung von a-MSH als anti-apoptotischer Faktor in konditioniertem
MelanozyteNMETIUM .......ooiiiiiiieie e 28
3.5 Konditioniertes Melanozytenmedium unterdrickt die Lipogenese von

Y= 010741 (= o [P OTOS R 29

D 11 QU 137 Lo ] o PP 33
4.1 Seboglandulare Melanozyten — ein verkanntes Melanozyten-Reservoir?33
4.2 Seboglandulare Melanozyten — Stress-Protektoren?..........ccccccoccvvveveennenn, 38

4.3 Seboglandulare Melanozyten — Regulatoren der Talgdrisenfunktion? ... 40

5. LiteraturverzeiChnis ... 44
6. Verzeichnis der Abbildungen ... 52
D L= 101 €S- To 10 1 Lo [P PPPPRPN 53
8. LEDENSIAUT .. 54

9. ANNANG e 55



Verzeichnis der Abkirzungen

Hg

MM

%
ACTH
AK
AS

CAMP
cm
CRH
DHT
DHEAS
DNS
EGF
ELISA

et al.
ET-1
FCS
HGF

LA
MC-1R
a-MSH
min

ml

NHM

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Prozent

Adrenocorticotropes Hormon
Antikorper

Aminosaure

Grad Celsius

zyklisches Adenosinmonophosphat
Zentimeter

Corticotropin-Releasing Hormon
Dihydrotestosteron
Dehydroepiandrosteronsulfat
Desoxyribonukleinséaure
Epidermaler Wachstumsfaktor
Enzym gekoppelter Immunofestphasen-Assay (enzyme linked
immunosorbent assay)

et altera

Endothelin-1

Fotales Kalberserum
Hepatozyten-Wachstumsfaktor
Interleukin

Linolenséaure

Melanocortin-1 Rezeptor
a-Melanozyten-stimulierendes Hormon
Minute

Milliliter

Molar

normale humane Melanozyten



nm
oD
PBS
PFA
POMC
rER
rpm
SCF
Sz795
TBS
TBST
TNF
TRP
uv
XTT

Nanometer

Optische Dichte

Phosphat gepufferte Salzlésung (Phosphate Buffered Saline)
Paraformaldehyd

Proopiomelanocortin

rauhes endoplasmatisches Retikulum

Umdrehung pro Minute

Stem Cell Faktor

Sebozyten-Zelllinie

Tris buffered saline

Tris buffered saline with Tween

Tumornekrosefaktor

Tyrosinase-related protein

Ultraviolett
Natrium3’-[1-phenyl-aminocarbonyl-3,4-tetrazolium]bis(4-methoxy-

6-nitro)benzosulfonsaure



1. Einleitung

1.1 Einfuhrung in die Thematik

Die vorliegende Arbeit untersucht die biologische Rolle von Melanozyten in der
humanen Talgdruse.

Melanozyten kommen in der humanen Haut in erster Linie in der Epidermis und
im Haarfollikel vor. Hier sind sie entscheidend bei der Regulierung der Haut-
und Haarfarbe beteiligt. Interessanterweise wurde vor mehr als 30 Jahren
anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen bereits Uber das
Vorkommen von Melanozyten in der humanen Talgdrise berichtet. (lto et al.,
1976) Die genaue Rolle dieser Melanozyten ist unbekannt.

Die Tatsache, dass Melanozyten aul3er in der Haut noch in zahlreichen anderen
Organen und Geweben wie z.B. dem Auge, Ohr und dem ZNS vorkommen und
dort primar nicht der Sonnenlicht induzierten Melaninbildung dienen, I&sst noch
auf andere Funktionen dieser Zellen schlie3en.

Vor diesem Hintergrund sollen in der vorliegenden Arbeit erste funktionelle
Untersuchungen zur Rolle der Melanozyten in der humanen Talgdrise

dargestellt werden.



1.2 Struktur und Funktion der humanen Epidermis

Die menschliche Haut besteht aus mehreren Schichten (Abb. 1). Die oberste
Schicht ist die Epidermis mit dem Stratum corneum, der so genannten
Hornschicht. Darunter liegen die Dermis (Korium) und das subkutane
Fettgewebe. Die Epidermis wird von der Dermis durch die dermoepidermale
Junktionszone wellenférmig getrennt. Die Anteile der Epidermis, die in die
Dermis ragen, werden als Reteleiste bezeichnet. Der Epidermisanteil oberhalb

einer Dermispapille ist als suprapapillare Epidermis definiert.

Abb. 1: Dreidimensionaler Querschnitt durch die Haut
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Die Epidermis hat eine Dicke von durchschnittlich 50 - 200 um, an der Ful3sohle
bis 1 mm. Bei auf3ergewdhnlicher Beanspruchung kénnen Schwielen ent-
stehen, dies sind Verdickungen > 2 mm. Neben den als Keratinozyten be-
zeichneten Epithelzellen im engeren Sinne finden sich hier bis zu 10 %
spezialisierte Zellen: Melanozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen.

Die menschliche Haut ist ein klassisches Proliferationsgewebe, d.h. sie
unterliegt standiger Erneuerung (Abb. 2). Dabei wandern die Keratinozyten aus
den unteren Zellagen in Richtung Oberflache und schilfern nach auf3en ab.
Zellerneuerungen finden in der Regel nur im Stratum basale statt. Von hier aus
bewegen sich die Tochterzellen innerhalb von 2 Wochen aktiv unter
Veranderung ihrer Struktur und Verlust ihrer Zellteilungsfahigkeit in das dar-
Uberliegende Stratum spinosum und danach ins Stratum granulosum. Fir das
Durchwandern der Hornschicht werden wiederum 14 Tage bendtigt, so dass die
gesamte ,Turn-over“-Zeit etwa 28-40 Tage betragt. Bei manchen Erkrankungen
ist diese Zeit erheblich verkirzt, so z. B. bei der Psoriasis vulgaris, wo der
Zeitraum sich auf etwa 8-10 Tage erstreckt (Braun-Falco et al., 1996). Der
Zellzyklus der Keratinozyten besteht wie der jeder Zellart aus 4 Phasen: Mitose,
Gi-Phase, DNA-Synthesephase und G,-Phase.



Abb. 2: Epidermis
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Auf der duinnen zickzackartig verlaufenden Basalmembran sind die Zellen des
Stratum basale Uber viele Hemidesmosomen verankert. Die Basalzellen haben
eine kubische bis hochprismatische Form, zahlreiche fingerférmige Auslaufer
und sind Uber Desmosomen miteinander und mit dariberliegenden Zellen
verbunden. Sie haben einen langlich ovalen Zellkern und relativ wenig
Zytoplasma. Die Zellen enthalten viele Ribosomen und bilden saure und
basische Keratine als fibrose Proteine, die sich zu den heterodimeren
Keratinflamenten, einer Sorte von Intermediarfilamenten, zusammenlagern.
Diese bundeln sich wiederum zu 7,5 nm dicken Tonofibrillen, die an den
Desmosomen mit der Zellmembran verankert sind. Zwischen den Basalzellen
finden sich einzeln oder in Gruppen die als Druckrezeptoren dienenden Merkel-
Zellen. AuBerdem sind ortsabhéngig bis zu ca. 10 % der Zellen der

Basalschicht nur in Spezialfarbungen erkennbare sonst helle Melanozyten.



Diese Pigmentzellen bilden stark verzweigte freie, d.h. desmosomenlose
Dendriten bis in das dariberliegende mittlere Stratum spinosum aus. Stratum
spinosum = Stratum spinocellulare = Stachelzellschicht mit rundlichen bis
langlichen Zellen.

Diese haben sehr viele zackenartige Fortsatze mit unzahligen Desmosomen,
wodurch die Zellen fest miteinander verbunden sind. Die Zahl der Tonofibrillen
nimmt hier und in Richtung Epitheloberfliche immer mehr zu. Im oberen
Stratum spinosum treten in den Zellen erste Keratinosomen = Lamellar-
korperchen = Odland-Koérperchen auf. Diese 80 — 130 nm grof3en oval
lamellierten Organellen werden im Golgi-Apparat gebildet und geben bei
Exozytose ihren aus Glykoproteinen, Lipiden und Enzymen bestehenden Inhalt
in den Interzellularraum ab. Dort entstehen dann lamellierte, breite Schichten,
die Odland-Lamellen, die zu einer zementartigen Kittsubstanz werden, welche
die Zwischenzellraume komplett ausfillt und undurchlassig macht.
Zwischen den Keratinozyten liegen im Stratum spinosum die rundlicheren
helleren Langerhans-Zellen, die hier etwa 4 % der Zellpopulation ausmachen.
Unter dem Begriff Stratum germinativum (Regenerations-, bzw. Wachstums-
schicht) fasst man Stratum basale und spinosum zusammen.

Darlber liegt die Verhornungsschicht, die aus dem tiefer gelegenen Stratum
granulosum und dem dariber gelegenen Stratum lucidum besteht.
Die Keratinozyten des Stratum granulosum enthalten basophile Kerato-
hyalingranula und werden deshalb auch als Granulazellen bezeichnet.

Das Stratum lucidum ist nur in dicker Epidermis gut erkennbar und zeigt im
Lichtmikroskop eine starke Lichtbrechung.

Die ganz aul3en liegende Hornschicht = Stratum corneum besteht aus den auch
als Korneozyten bezeichneten, abgestorbenen Keratinozyten, die vollstandig
mit sehr dicht gepackten 7-9 nm dicken Keratinfilamenten ausgeftllt sind. Sie
kann je nach mechanischer Beanspruchung wenige bis mehrere hundert
Zelllagen umfassen.

Die Epidermis reagiert auf traumatische, thermische, aktinische, chemische und
entzuindliche Reize nach einer Latenzphase innerhalb von 24 Stunden mit einer

Erhohung der Proliferation aus diesem Zellpool (Go) mit dem Ziel, verloren



gegangenes epidermales Gewebe zu ersetzen und den Defekt bis zur
Wiederherstellung des urspringlichen Proliferationsgleichgewichtes nach
Abschluss der Wundheilung zu verschliel3en.

Eine weitere Mdglichkeit, eine hohe Proliferationsrate zu erhalten, besteht in der
Verkirzung der Zellzykluszeit.

1.3 Anatomie und Funktion der humanen Talgdrise

Die meisten Talgdrisen finden sich in der Felderhaut des gesamten Koérpers.
Hier liegen sie meistens an Haarbalgen und werden dann als Haarbalg
assoziierte Talgdrisen bezeichnet. Auf3erdem gibt es noch freie, d.h. von
Haarbalgen unabhangige Talgdrisen. Diese finden sich im Bereich des Gehor-
gangs des Ohres, im aul3eren Bereich der Lippe (wo diese im Gegensatz zum
Lippenrot nicht mechanisch stark beansprucht wird), im Bereich der Brustwarze
(Mamille), im Bereich der Eichel (Glans penis) am Penis, in der Haut der kleinen
Schamlippen (Labia minora) und des Afters (Anus).

Mit Eigennamen sind noch folgende freie Talgdriisen des Augenlids bezeichnet:
Zeiss’sche Drusen, kleine freie Talgdrisen des Augenlids und die sehr grof3en,
verzweigt alveolaren (mit weiten, rundlichen miteinander tber einen zentralen
Ausfihrungsgang verbundenen Innenraumen) Meibom’sche Drisen. Talg-
drisen werden von besonders differenzierten Epithelzellen gebildet. Dabei
besteht das Epithel aus vielen Schichten. AufRen am Rand teilen sich die der
ganz unten liegenden standig, wobei ein Teil der Tochterzellen basal verbleibt,
die Ubrigen werden nach oben gedriickt und gelangen immer weiter in Richtung
des Ausfuhrungsgangs. Dabei werden die Zellen immer starker von
Talgansammlungen durchsetzt, es sind Fetttropfchen mit einer speziellen Lipid-
zusammensetzung, ihre Zellkerne und Organellen gehen allméahlich zu Grunde.
Deshalb werden sie nun auch als degenerierende Epithelzellen bezeichnet. Aus
den Talgdrisen werden also die degenerierten Zellen selbst als Sekret (Talg)

durch den Ausflihrungsgang ausgeschieden. Bei den Haarbalg assoziierten



Talgdrisen mindet dieser in den Haarschaft und der Talg gelangt dort neben
dem Haar nach auf3en. Talgdrisen bilden den Talg (Sebum), der Haut und
Haare geschmeidig und glanzend macht, wasserabstoRend und keimwachs-
tumshemmend wirkt. Neben verschiedenen Triglyceriden enthélt Talg auch
Squalen. Die Corynebakterien der physiologischen Hautflora spalten Talg zu
Fettsauren, die fur das saure Milieu auf der Haut mitverantwortlich sind.
Talgdrisen sind einfache oder zusammengesetzte alveolare (mit weiten
InnenrAumen ausgestattete) Drisen mit sackartigen Endsticken. An den
Haaren haben sie meist einen Durchmesser von ca. 1 mm. Mitesser entstehen,
wenn sich das Sekret zu stark verdickt (durch Wasserverlust austrocknet) und
dadurch seine eigene Ausscheidung behindert.

Humane Talgdrisen wurden 1963 von Albert M. Kligman als ,lebendes Fossil
ohne Zukunft® bezeichnet. Innerhalb der letzten 10 Jahre entwickelte sich
allerdings ein vollig neues Verstandnis gegenuber der humanen Talgdriise aus.
Im neuroendokrinen Netzwerk der Haut (Slominski und Wortsmann, 2000) hat
sie einen wichtigen Anteil (Zouboulis et al., 2008). Die Funktionen der
Talgdrise sind vielfaltig, so dass ihr eine Schlusselrolle in wichtigen
Regulations- und hormonellen Kommunikationsprozessen zukommt. Die
wichtigste Rolle der humanen Talgdriise als Organ ist die bereits beschriebene
Erhaltung der individuell spezifischen Hautflora tber die Zusammensetzung des
Sebums (Nikkari, 1974; Wheatley, 1956; Thody et al.,1989; Zouboulis, 2003).
Eine weitere Aufgabe beginnt noch wéhrend der Schwangerschaft im letzten
Trimenon, wo die Talgdrise die Vernix caseosa (Kaseschmiere oder
Fruchtschmiere) produziert (Zouboulis et al., 2003). Diese ist nach der Geburt
fur die Installation der kutanen Barrierefunktion verantwortlich und hat Einfluss
auf die follikulare Differenzierung (Selleri et al., 2006; Winiarska et al., 2006).
Uber den Talg werden fettlosliche Antioxidanzien (z.B. Vitamin E) zur Haut-
oberflache transportiert und haben dort photoprotektive Effekte (Thiele et al.,
1999) gegenuber Ultravioletter(UV)B-Strahlung. Eine weitere Schutzfunktion
besteht in der Thermoregulation durch die Stimulation von Androgenen (Rhein
et al., 2007). Darlber hinaus wird der humanen Talgdrise eine positiv

beeinflussende Wirkung im Bezug auf die Wundheilung zugesprochen (Fimmel



et al.,, 2005). Neben den genannten Funktionen der embryologischen, der
aktiven Synthese, der Transport- und Schutzfunktion, existieren noch zwei
weitere Aufgaben der humanen Talgdrise. Zum einen unterstitzt sie unser
Immunsystem und zum anderen nimmt sie eine entscheidende Rolle im Bereich
bestimmter endokrinologischer Prozesse ein. Durch die Gegenwart von
bestimmten meist grampositiven Bakterien wird eine durch Sebozyten
vermittelte proinflammatorische Chemotaxis ausgelost (Nagy et al., 2006).
Daruiber hinaus wirken deren Peptide (z.B. Cathelicidin) lokal antibakteriell (Lee
et al.,, 2007). Neben dieser immunologischen Komponente nimmt die humane
Talgdrise eine Schlisselposition im Hinblick auf die hormonell gesteuerte
Hautalterung ein (Fritsch et al., 2001; Mrantonaki et al., 2006). Wie oben
angedeutet exprimiert dartber hinaus die Talgdriise multiple Rezeptoren fir
Neuropeptide, z.B. den Melanocortin-1 Rezeptor (MC-1R) und produziert diese
auch selbst. Hier ist z.B. Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) zu nennen.
Das detaillierte Wissen uber die Funktionen der humanen Talgdriise hat nicht
nur reine akademisch-wissenschaftliche Relevanz, sondern durfte in Zukunft
auch die Therapie bestimmter Erkrankungen, vor allem die der Akne vulgaris
(Zouboulis et al., 2005), mal3geblich beeinflussen, z.B. durch innovative
Therapie-Strategien die auf neu identifizierte Hormonrezeptoren der Talgdrise
beruhen (B6hm et al., 2002).

1.4 Vorkommen und Rolle der Melanozyten beim Menschen

Melanozyten kommen in der Haut vor allem in der Epidermis und im Haarfollikel
vor. In der Basalzellschicht (Stratum basale) liegen sie direkt der Basalmem-
bran auf und sind mit dieser Uber Hemidesmosomen verbunden. Melanozyten
kommen in relativ geringer Anzahl vor und sind mit ihren Zytoplasma-
Verzweigungen (ca. 10-20 Dendriten) mit etwa 30 Keratinozyten locker
verbunden (epidermale Melanineinheit). Diese Pigmentzellen bilden stark

verzweigte freie, d.h. desmosomenlose Dendriten bis in das dariiberliegende



mittlere Stratum spinosum aus. (Fitzpatrick et al., 1967; Jimbow et al., 1976).
Sie sind metabolisch-aktiv und haben zahlreiche Mitochondrien, ein aus-
gepragtes raues endoplasmatisches Retikulum (RER) und einen grol3en Golgi-
Apparat.

Der Haarfollikel wird aus der bindegewebigen Wurzelscheide, der Haarpapille
und dem Bulbus gebildet. Die Melanozyten befinden sich an der Grenze von
der Haarpapille zum Bulbus. Die Haarbildung erfolgt aus epithelialen Zellen des
Bulbus. Zugleich findet die Pigmentbildung im Haarbulbus durch die
Melanozyten statt. Dabei bleibt ihre funktionelle Aktivitat nur wahrend der
Anagenphase des Haarzyklus erhalten. Die Bildung der Melanosomen ist an
einen fest strukturierten Ablauf gebunden.

Die Bildung des Melanins, die so genannte Melanogenese, ist ein komplexer
biochemischer Prozess. Die Tyrosinase ist das Leitenzym der Melaninsynthese.
Dieses kupferhaltige Enzym katalysiert drei Reaktionen des Raper-Mason-

Schemas der Melanogenese (Abb. 3).

Abb. 3: Raper-Mason-Schema
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Nachdem die Tyrosinase zunachst die Oxidation der Aminoséaure L-Tyrosin
Uber L-DOPA zu L-DOPAchinon katalysiert, entsteht anschlie3end in mehreren
Schritten unter Beteiligung von Tyrosinase, ,Tyrosinase-related protein 1“ (TRP-
1) und ,Tyrosinase-related protein 2“ (TRP-2) das Eumelanin, ein braun-
schwarzes Pigment, das zusammen mit weiteren Pigmenten Haut und Haaren
die Farbe verleint. Phaomelanin ist ein gelblich-rétliches Pigment. Das
Verhéltnis der beiden Melanintypen zueinander legt unsere Haut- und
Haarfarbe fest. In stark pigmentierter Haut Giberwiegt das Eumelanin gegenuber
dem Phaomelanin (Jimbow et al., 1993).

In 4 Stadien reichert sich eine Mischung dieser Pigmente in den vom RER
ausgehenden via Golgi-Apparat gebildeten, dabei immer braunlicher
werdenden Melaningranula an. Diese sind im Anschnitt ~100 x 300 nm grof3,
die reifen Melanosomen wandern in die Zytoplasma-Auslaufer der Melanozyten
und werden an die umliegenden Zellen abgegeben. Die umliegenden Zellen
nehmen die Melanosomen direkt auf und lagern diese im eigenen Zytoplasma
ein. Pro Epithelzelle finden sich 16-32 Melanosomen bei Individuen der kau-
kasischen Rasse und 80-160 bei Angehdrigen der negroiden Rasse. Die
Granula absorbieren die fir die Zellteilung schéadlichen UV-Strahlen. Bei
langerer UV Bestrahlung tritt eine vermehrte Hautbraunung auf, die auf eine
Zunahme der Pigmente in den Granula zurtckzufuhren ist, aber auch durch
eine UV-bedingte Melanozytenproliferation. Eumelanin bewirkt die starkste
Absorption von sichtbarem sowie von UV-Licht in der Haut und kann somit dem
Schutz vor UV-Einflissen dienen. Das Phdomelanin hingegen ist in der Lage,
nach UV-Exposition freie Radikale freizusetzen und kann auf diese Weise
sonnenbedingte Hautschaden verursachen (Tobin und Thody, 1994). Durch
den MC-1R wird die Haut- und Haarpigmentierung wesentlich beeinflusst. a-
MSH und das verwandte Hormon Adrenocorticotropin (ACTH) haben die
hochste Affinitat fur den MC-1R (Gantz et al., 1993) Beide Peptidhormone
entstehen aus der Vorstufe des Proopiomelanocortins (POMC) unter Einfluss
von CRH im Hypophysenvorderlappen. CRH und Melanokortine wie a-MSH
werden jedoch auch in der Haut exprimiert (Slominski, 2000). Bindet z.B. der

Ligand a-MSH an den MC-1R, steigt der intrazellulare cAMP-Spiegel und die
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Melanozytenproliferation und Eumelaninbildung wird angeregt (Busca et al.,
2000). Die Rolle von a-MSH bei der Pigmentierung wird illustriert durch die
Dyschromie bei M. Addison. Bekannt ist der Mechanismus auch bei dem
seltenen (Inzidenz: 5 von 100000; Uberwiegend Frauen) Morbus Addison.
Dabei handelt es sich um eine Nebennierenrindeninsuffizienz bei der gegen die
kortisonproduzierenden Zellen Antikorper gebildet werden. Durch den
abgesunkenen Cortisolspiegel im Blut wird mehr ACTH und a-MSH in der
Hypophyse produziert. Durch die vermehrte a-MSH-Bildung werden die
Melanozyten zur Pigmenteinlagerung angeregt, womit eine abnorme
Hautbrdunung auch an Hand-und Fuf3sohlen auftritt. Polymorphismen im MC-
1R-Gen treten bei circa 80% aller Individuen mit roten Haaren, heller Haut,
vielen Naevuszellnaevi oder Sommersprossen auf. Bei Menschen mit
schwarzem oder braunem Haar liegt die Mutationsrate bei weniger als 20% und
bei Individuen mit dunkler Hautfarbe bei deutlich weniger als 4% (Valverde et
al., 1995). Das bedeutet, dass die Variationen im MC-1R-Gen bei mehr als 50%
der weilRen Bevdlkerung auftreten (Schaffer et al., 2001). MC-1R steuert die
Reaktion auf UV-Licht, so dass bei Menschen mit funktionell relevanten MC-1R
-Polymorphismen von einem zwei bis vierfach hoéheren Melanomrisiko
ausgegangen werden muss (Valverde et al., 1996). Neben dem a-MSH-MC-1R-
Ligand-Rezeptorsystem spielen bei der Melanogenese jedoch noch andere
Wachstumsfaktoren eine Rolle. Zu ihnen zahlen der basische Fibroblasten
Wachstumsfaktor (bFGF), Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), Endothelin-1
(ET-1) und Stem Cell Factor (SCF), auch bekannt als Mast Cell Growth Factor
(MGF). Bezuglich der in vitro-Proliferation von humanen Melanozyten wirken
bFGF, HGF, MGCF und ET-1 synergistisch (Bohm et al., 1995).

Melanozyten befinden sich nicht nur in der humanen Epidermis und den
Haarfollikeln, sondern beispielsweise auch in der Aderhaut des Auges, der
Regenbogenhaut des Auges und der Mundschleimhaut (siehe Tab.1). Hierbei
ist zu beachten, dass diese Melanozyten keine Melanozyteneinheiten mit den
umliegenden Zellen bilden und meist auch keine Melanosomen an ihre
Umgebung abgeben. Hingegen stellten Ito und Mitarbeiter 1976 eine genaue

morphologische Beschreibung der Melanozyten in der humanen Talgdrise
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basierend auf der Grundlage seiner elektronenmikroskopischen Beobachtungen
auf. Sie befinden sich entweder unmittelbar auf der Basalmembran oder in
zweiter Reihe und kommen Uberwiegend in relativ geringer Anzahl und dann
vor allem im Bereich der Drusenendstiicke und des Ausfliihrungsganges vor.
Diese intraglandularen bzw. intraduktalen Melanozyten erscheinen von der
auRReren Form oval mit einer eher untypischen Dendrizitat. Die Melaningranula
werden Uber die Dendriten ausgeschleust und mittels Phagozytose von den
Sebozyten aufgenommen. Uber die exakte Rolle dieser Melanozyten ist nichts
bekannt.

Tab.l: Extrakutane Melanozytenpopulation und deren Aufgabe

Vorkommen Aufgaben

Retina und Choroidea des Auges Koordination der Lichtempfindlichkeit

und Regeneration von Rhodopsin

Stria vascularis, Cochlea und Generierung des endocochlearen
Vestibularorgan Potentials sowie protektive Effekte

gegen die Altersschwerhorigkeit

Medulla oblongata und Ruckenmark | Funktion noch nicht erforscht
der HWS

Gonaden, Lunge, Thymus, Schild- | Funktion noch nicht erforscht
drise, Spinalganglien, kleine Spei-
cheldrisen, Parotis, Rickenmark (gr.
Sub.)

12



1.5 Zielsetzung

Die vorliegende Dissertationsarbeit befasst sich mit der Erforschung der
ungeklarten Rolle von Melanozyten in der humanen Talgdruse. Zunéchst wurde
mittels spezieller Immunfarbungen die Gegenwart von Melanozyten innerhalb
der Talgdrise bestatigt. Danach wurde eine Kokultur von humanen Sebozyten
der immortalisierten Sebozyten-Zell-Linie (SZ95) mit normalen humanen
Melanozyten (NHM) kultiviert. Im weiteren Verlauf wurden Interaktionen
zwischen Melanozyten und Sebozyten im Hinblick auf die Proliferation, der

Lipidogenese und Apoptoserate erforscht.

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelltypen

Die humane Sebozyten-Zell-Linie SZ95

SZ95 Sebozyten wurden von Prof. Dr. Zouboulis, Klinik fir Dermatologie,
Charité-Universitatsmedizin Berlin, zur Verfugung gestellt. Es handelt sich
hierbei um eine immortalisierte Zelllinie, die aus den Talgdriisen weiblicher
Gesichtshaut gewonnen wurde. (Zouboulis et al., 1999) Die SZ95 Sebozyten-
zelllinie weil3t dieselben morphologischen, phanotypischen und funktionellen
Merkmale auf wie normale humane Sebozyten. Zellen wurden bei einem
Konfluenzgrad von 50-70 % im Verhéltnis 1:3 geteilt. Mediumwechsel erfolgte

alle 2-3 Tage.
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Normal humane Melanozyten (NHM)
Primare neonatale NHM wurden von PromoCell, Heidelberg kommerziell

erworben und im Verhéltnis 1:3 geteilt. Mediumwechsel erfolgte alle 2-3Tage.

2.1.2 Substanzen
Medien fur die Zellkulturen
Die folgenden Nahrmedien wurden in den Experimenten eingesetzt. lhre

Herstellung erfolgte unter aseptischen Kautelen.

SZ795 Zellen wurden kultiviert in:

Sebomed® basal-Medium Biochrom, Berlin

Erganzt mit:

5ug/ml Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) Biochrom, Berlin

10% Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom, Berlin

1 mM CacCl, Sigma Aldrich, Steinheim
1% Penicillin/ Streptomycin BioWhittaker, Walkersville

NHM wurden kultiviert in:

PromoCell® M2-Medium PromocCell, Heidelberg
Erganzt mit:
Supplement Mix PromoCell, Heidelberg

(ohne a-MSH, ACTH und
Bovinerhypophysenextrakt (BPE) )
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2.1.3 Gerate

Fur die Versuche wurden folgende Gerate verwendet:

Brutschrank

Digitalkamera AxioCam HRc
Digitalkamera fur Fluoreszenzmikroskopie
Digitalkamera Powershot G6
Fluoreszenzmikroskop

Kryostat HM500

Neubauer-Zahlkammer (0,0025 mm?2/0,1mm)
Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 40C
Photometer Opsys MR

Pipetus-Akku

Ruttelplatte KS 250 basic
Sterilarbeitsbank Typ CA/RE4
Vortex-Gerat

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge Labofuge 400R

Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

Leica, Wetzlar

Canon, Tokio

Zeiss, Jena

Microm Thermo Fisher,
Heidelberg

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Thermo Labsystems,
Frankfurt a.M.
Hirschmann, Eberstadt
Kika Labortechnik, Staufen
Clean Air, Haan
Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Folgende Reagenzien und Verbrauchsmaterialien wurden verwendet:

Aceton

Glasobjekttrager SuperFrost Plus
Eindeckelungsmedium VectaShield

Fluorescein (FITC) gekoppelter anti-Maus-AK
Lipidfarbemittel Oil-Red O

15

Sigma, Steinheim

R. Langenbrinck,
Tewingen

Vector Lab., Burlingame
Dako, Hamburg

Sigma, Steinheim



Monoklonaler Anti-Melanozyten-AK NKl/beteb
Multititerplatten

Napfschalen

Objekttrager

Pipettenspitzen

Petrischalen

Phosphate-gepufferte Salzlosung (PBS)
Tesafilm

Tris-Buffered Saline Tween (TBST)
Trypanblau

Trypsin

Zellkulturflaschen T25-T175

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Zellkulturbedingungen

Monosan, Uden, NL
BD-Falcon, New York
NalgeNunc, New York
Engelbrecht, Ederminde
Eppendorf, Hamburg
BD-Falcon, New York
Sigma, Steinheim
Henkel, Dusseldorf
Sigma, Steinheim
Fluka, Steinheim
Gibco, Karsruhe
BD-Falcon, New York

Die Kultivierung in vitro von Zellen erfordert besondere Bedingungen. Es
missen optimale Verhaltnisse geschaffen werden, die denen von lebenden
Organismen nahezu entsprechen. Dies ist notwendig um Zellvitalitat und
Zellwachstum zu garantieren. Bekannt und etabliert ist, dass Zellen im Inneren
eines Brutschrankes bei einer Temperatur von 37 Grad Celsius und einem

atmosphéarischen CO,-Gehalt von 5% kultiviert werden kénnen.

Zellzahlung

Die Zahlung der Zellen erfolgte unter dem Auflichtmikroskop in der Neubauer
Zahlkammer, die in 16 Quadrate unterteilt ist, wobei jedes Quadrat einem
Volumen von 0,1 pl entspricht. Die Zellsuspension wird mit einer 0,5%

Trybanblaulésung gemischt. Die Zahlkammer wird angehaucht und mit einem
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Deckglas versehen. Das Erscheinen der so genannten Newtonringe zeigt, dass
das Deckglas richtig aufgebracht wurde. Mit einer 20ul Pipette wird die
angefarbte Suspension in die Zahlkammer gefillt. Anschlieend werden die
Zellen bei einer circa 40 fachen Vergrof3erung unter dem Mikroskop gezahlt.
Nach Bildung des Mittelwertes der Zellzahlung aus vier Quadraten, wird der
ermittelte Wert mit 10* und mit dem Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension

multipliziert. Das Ergebnis ist die Zellzahl pro pl.

Passagierung

Fur die Routinekultur wurden die Zellen bis zu einer maximalen Konfluenz von
50 bis 70 % kultiviert und anschlieBend im Verhdltnis von 1:10 geteilt, wobei
jeden zweiten bis dritten Tag ein Mediumwechsel erfolgte. Nach Entfernung des
Nahrmediums wurden die Zellen dazu einmal mit PBS gewaschen und mit
Trypsin behandelt. Die Trypsinisierung erfolgte fir 2 min im Inkubator. Das
vollstandige Losen der Zellen wurde durch Klopfen der Schalen erreicht. Nach
Aufnehmen der Zellen in frischem, 37 Grad Celsius warmen Zellkulturmedium

wurden sie mit einer zehnprozentigen Konfluenz ausgeséat oder gezéhlt.

2.2.2 Immunfluoreszenzfarbungen der humanen Haut

Kryomaterial gesunder menschlicher Haut (n=3) aus der Gewebebank der
Hautklinik des UKM wurde mittels Kryostat in 5 puM-Schnitte geschnitten,
luftgetrocknet und mit eiskaltem Aceton fur 10 Minuten fixiert. Die Schnitte
wurden sodann fir 2 Stunden mit dem monoklonalen Antikorper NKl/beteb
(Monosan, Uden, Niederlande) in Form einer Dosisreihe 1:10, 1:20 und 1:30 bei
Raumtemperatur inkubiert. Verdinnungen bei 1:30 ergaben die besten
Ergebnisse. Nach Waschung mit PBS erfolgte die Inkubation mit einem
Fluorescein (FITC) gekoppelten Kaninchen-anti-Maus-Antikérper (Dako,

Hamburg) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in der Verdinnung 1:50. Min. Die
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Schnitte wurden sodann mit Eindeckelungsmedium versehen und bei -20°C

gehartet.

2.2.3 Sebozyten-Melanozyten Kokultur

Zunéachst wurden 50000 SZ95 Zellen in Napfschalen mit einem Durchmesser
von je 6 cm gesat. Nach 24 Stunden Inkubation in Sebomed® basal-Medium
betrug die Konfluenz 50 %. Zu diesem Zeitpunkt wurde etwa 1/3 der
Napfschalen mit 10000 und 2/3 der Napfschalen mit 20000 NHM in PromoCell®
M2-Medium zugesetzt. Zellulare Interaktionen in der Kokultur von SZ95 und
NHM wurden lichtmikroskopisch nach insgesamt 48 und 96 Stunden

beobachtet und digital dokumentiert.

2.2.4 Proliferationsmessung

Die Zellproliferation wurde mit Hilfe des ,Cell Proliferation Assay Kit 1I“ von
Roche Mannheim untersucht.

Dieser Proliferationstest misst die intramitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat
in tierischen und/oder menschlichen Zellen. Die Messung dieses Parameters
wird fur die metabolische Aktivitat lebender Zellen herangezogen.

Auf einer ,96-well“-Platte wurden 5000 SZ95-Sebozyten pro Napf ausgesat. 24
Stunden spéater wurden dann die Zellen mit serumfreiem Sebomed® basal-
Medium far weitere 24 Stunden depriviert. AnschlieBend wurden die
Testsubstanzen appliziert. Nach insgesamt 72 Stunden wurden die Zellen mit
Natrium3’-[1-phenyl-aminocarbonyl-3,4-tetrazolium]bis(4-methoxy-6-nitro)ben-
zosulfonsaure (XTT) behandelt und fur weitere 4 Stunden inkubiert. In lebenden
Zellen werden hierbei durch die aktiven intramitochondrialen Dehydrogenasen

das Tetrazolium-Salz XTT in ein orangenes l6sliches Formazan-Produkt
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umgewandelt. Vollstandig inhibierte intramitochondriale Dehydrogenasen
konnen kein Formazan aus XTT bilden.

Die Formazanbildung wurde photometrisch tber einen Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Der Grad
der Absorbtion korreliert mit der Zellzahl. Alle Versuchsdurchlaufe wurden in

Vierfachproben durchgefthrt.

2.2.5 Lipidfarbung

Zum Nachweis von Lipidranula wurden Zellen mit Oil-Red O gefarbt. Bei
diesem Verfahren farben sich Lipide rot.

Die Gebrauchslésung wurde wie von Humason, 1972 beschrieben hergestellt.
Zunachst wurden 0,2 g Oil Red O in 57,14ml Isopropanol aufgeldst und tber
Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde diese
Losung mit einem Filterpapier der Spezifikation 589-WH (Schleicher und
Schuell) abfiltriert und mit 42,86 ml Aqua dest. aufgefillt. Zur endgiltigen
Fertigstellung der Gebrauchslésung muf3 der Ansatz nochmals Uber Nacht
jedoch nun bei 4 Grad Celsius stehen und anschlie3end noch zweimal filtriert
werden. Letztendlich ist die Gebrauchslosung fur 6-8 Monate bei Raum-
temperatur verwendbar.

10000 SZ95 Sebozyten pro Napf wurden in einem 8-Napf-Objekttrager bis zur
Adhérenz kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 24 Stunden mit
serumfreiem Sebomed® basal-Medium depriviert und schlieBlich mit
verschiedenen Testsubstanzen stimuliert. In einige Objekttragerkammern wurde
Linolensaure (10° M) zugefiigt. Zur Vorbereitung der Farbung wurden die
Zellen fur 60 Minuten in Paraformaldehyd 10% fixiert. Danach wurden die
Kulturen mit destilliertem Wasser vorsichtig einmal gespult und 120 Minuten in
Oil-Red O Gebrauchslosung gefarbt. Durch einmaliges Spulen und Waschen

mit bidestilliertem Wasser wurde die Farbel6sung entfernt. Dabei wurde visuell
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mit dem Fluoreszensmikroskop in Dreifachproben die Zellzahl pro 100 Zellen

ermittelt, die mit Lipidgranula behaftet waren.

2.2.6 Apoptosemessung

Zur genaueren Quantifizierung apoptotischer Zellen wurde der kommerziell
erhaltliche ,Cell Death Detection ELISArLus® von Roche, Mannheim verwendet.
Dieser Sandwich-Enzym-Immunoassay detektiert mit Hilfe von Peroxidase-
gekoppelten murinen  monoklonalen  Antikérpern  Histon- und DNA
Komponenten von Mono- und Oligonukleosomen, die im Zuge der Apoptose
gebildet werden (Abb.3). Die relative Anzahl apoptotischer Zellen korreliert mit
der Menge der vorhandenen Nukleosomen, die nach enzymatischer Umsetzung
eines farblosen Substrates durch die Peroxidase anhand der Farbintensitat des

Reaktionsproduktes abgelesen werden kann.

Abb. 4: Reaktionsschema

o
=4 2R

OO

OO0

Streptavidin- anti-Histon- Nukleosom anti-DNA- Substrat

beschichtete MTP  Antikdrper (Probe) Antikdrper

Prinzip des ,Cell Death Detection ElisaPlus®:

Zu der im Kit enthaltenen Mikrotiter-Platte, die mit Streptavidin beschichtet ist,
wird Zelllysat gegeben. Der anschlieend zugegebene Anti-Histon-Biotin
Antikorper bindet einerseits mittels Biotin an die Streptavidin-Beschichtung,

andererseits an das Histon. Der zweite Antikdrper, welcher Peroxidase-
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gekoppelt ist, detektiert die um Histon gewickelte DNA, wobei die nun beidseitig
durch Antikorper fixierten Nukleosomen in dem sogenannten ,Sandwich-
Komplex“ gehalten werden. Das zuletzt zugegebene Substrat wird durch die
Antikorper- gekoppelte Peroxidase umgesetzt, was durch Farbumschlag von
farblos nach grin angezeigt wird und in einem ELISA-Photometer bei 405 nm
gemessen werden kann.

Hierzu wurden fir 24 Stunden 100000 SZ95 Sebozyten pro 3,5 cm Schale in
Sebomed® basal-Medium ausgesat. Unmittelbar danach erfolgte ein
Mediumwechsel auf serumfreies Sebomed® basal-Medium fiir weitere 24
Stunden. AnschlieRend erfolgte die Zellstimulation sowohl mittels Sebomed®
basal-Medium mit 10 % FCS als auch mit Sebomed® basal-Medium mit 1 %
FCS plus a-MSH. Einen Tag spater erfolgte die Apoptosemessung.

Hierzu wurden die Zellen 10 min bei 2,5 rpm inklusive aller Uberstande
zentrifugiert und 200 ul des mitgelieferten Lysispuffers hinzugegeben.

Die Lyse der Zellen erfolgte in den folgenden 30 min bei Raumtemperatur.
Nach erneuter Zentrifugation wurden 20 pl des Uberstandes auf die
Streptavidin-beschichtete  Mikrotiterplatte  tGbertragen und 80 ul des
Immunoreagentiums hinzu gegeben. Zusatzlich wurden eine im Test- Kit
enthaltene Positivkontrolle und ein leerer Ansatz als Negativkontrolle auf
derselben Platte getestet. Der Ansatz wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler inkubiert. Anschlie3end wurde jeder Napf dreimal mit 200 pl
Inkubationspuffer gewaschen und unmittelbar danach mit 100 pl der
Substratldsung suspendiert. Nach erneutem Durchmischen spiegelte sich die
Intensitat der Antikorper-induzierten Apoptose in einem intensiven grinen
Farbniederschlag wider, der mit Hilfe eines ELISA-Readers bei 405 vermessen

wurde. Alle Versuchsdurchlaufe wurden mit Triplikate durchgefihrt.
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2.3 Statistische Auswertung

Zur Vergleichbarkeit der Daten sind statistische Evaluierungen erforderlich mit
dem Ziel der Minimierung von Unberechenbarkeiten. Der Zufall wird nicht
eliminiert, sondern quantifiziert (Weif3, 2005).

Zur Erstellung dieser Arbeit, der enthaltenen Abbildungen und Tabellen, wurde
die Office Software mit den Programmen Word®, Excel® und PowerPoint®
(Microsoft, Unterschleil3heim, Deutschland) und den darin enthaltenen
Funktionen zur Erstellung von Text, Tabellen, Abbildungen und
mathematischen Berechnung verwendet. Die Messwerte erfahren hier eine
statistische Analyse mit dem Ziel, charakteristische Eigenschaften zu
beschreiben. Die Ergebnisse wurden der deskriptiven Statistik unterzogen. Zur
statistischen Signifikanzanalyse wurde der student’s t-Test mit dem Software-
Programm Microsoft Origin® verwendet. Ein Signifikanzniveau von p<0,05
wurde hierbei als signifikant angesehen. Der t-Test ist eine Entscheidungsregel
auf einer mathematischen Grundlage, mit deren Hilfe ein Unterschied zwischen
den empirisch gefundenen Mittelwerten zweier Gruppen naher analysiert
werden kann. Der t-Test untersucht, ob sich die Mittelwerte zweier Gruppen
systematisch unterscheiden. Die inhaltliche Hypothese muss in eine statistische

Hypothese umgewandelt werden.

3. Ergebnisse

3.1 In situ-Nachweis von Melanozyten in der humanen Talgdrise

Die Prasenz von Melanozyten in der humanen Talgdrise, wie urspringlich von
Ito et al. (1976) mittels Elektronenmikroskopie beschrieben, wurde als erstes
immunfluoreszenzoptisch - quasi als essentielle Grundlage aller folgenden
funktionellen Untersuchungen - untersucht. Als melanozytarer Marker wurde

hierzu der monoklonale Antikdrper anti-NKl/beteb benutzt, der gegen die
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pramelanosomalen 100 + 7 KDa Glykoproteine gerichtet ist und deswegen nicht
nur reife, sondern auch ,inaktive* Melanozyten erkennt. Immunfluoreszenz-
farbungen von Kryomaterial gesunder humaner Haut (n=3) mit diesem
Antikérper und einem anti-Maus FITC-gekoppelten Zweitantikdrper zeigten
erwartungsgemal eine hochspezifische zytoplasmatische Farbung epidermaler
Melanozyten (Abb.5). Diese epidermale NKBI/beteb-Immunreaktivitat war in
regelmafigen Abstanden gemald der 20:1-Keratinozyten-Melanozyten-Ratio in

der Oberhaut verteilt.

Abb. 5: Immundetektion von epidermalen Melanozyten in der Epidermis mittels
NKl/beteb-Immunfluoreszenz. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von
n=3 Farbungen mit &hnlichem Ergebnis. D=Dermis; E=Epidermis;

M=Melanozyten.
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In Bestéatigung der Daten von Ito et al. (1976) fanden sich in den Talgdrisen
vereinzelte NKl/beteb-positive Zellen, die in der Mehrzahl in den peripheren
Anteilen der Acini, d. h. zwischen den undifferenzierten basalen Sebozyten

lokalisiert waren (Abb.6).

Abb. 6: Immundetektion von Melanozyten in der Talgdrise mittels NKl/beteb-
Immunfluoreszenzfarbung. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von n=3

Farbungen mit &hnlichem Ergebnis. TD=Talgdriuse; M=Melanozyten.

Die Negativkontrolle mit dem Zweitantikdrper alleine (sog. Konjugatkontrolle)
zeigte keine Immunfluoreszenz (nicht gezeigt). Zusammengefasst belegen
diese Immunfarbungen die Existenz von Melanozyten in der humanen

Talgdrise des Menschen
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3.2 Zellulare Interaktionen in der Sebozyten-Melanozyten Kokultur

Um einen ersten Einblick in die moégliche Funktion von Melanozyten in der
Talgdrise zu gewinnen, wurden Kokulturen von humanen epidermalen
Melanozyten und SZ95-Sebozyten angelegt.

Die Abbildungen 7 und 8 zeigen reprasentative Kokulturen von normalen
humanen Melanozyten und SZ95-Sebozyten in PromoCell® M2- Medium. Dabei
waren die SZ95-Sebozyten in ihrer typischen Azinus-Konfiguration wie schon
am 1. Tag nach ihrer Aussaat erkennbar. Die Melanozyten lagerten sich in die
Zwischenraume der SZ95-Sebozyten-Zell-Cluster ein. Die Dendritenbildung der
Melanozyten war nach 24 Stunden noch gering und nur wenige Zellkontakte
bestanden zu den SZ95-Sebozyten. Die meisten Melanozyten waren

grofRtenteils bipolar.

Abb. 7: SZ95-Sebozyten-Melanozyten Kokultur nach 48 Stunden
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Nach weiteren 24-48 Stunden schien die Proliferation der SZ95- Sebozyten
angeregt im Gegensatz zu SZ95-Reinkulturen in PromoCell® M2-Medium. Die

Zellzwischenrdaume der Sebozyten wurden kleiner, ein héherer Konfluenzgrad
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wurde schneller erreicht und Mitosefiguren waren vermehrt zu erkennen. Die
Melanozyten verzweigten sich zunehmend mit Ausbildung multipolarer Zellen
(Abbildung 8).

Abb. 8: SZ95-Sebozyten-Melanozyten Kokultur nach 96 Stunden

Demgegenuber zeigten Melanozyten kokultiviert mit SZ95- Sebozyten in
Sebomed® basal-Medium bereits nach 24 Stunden ein Absterben. Eine
Langzeitkokultur von Melanozyten und SZ95 Sebozyten in PromoCell® M2-
Medium fir mehr als 96 Stunden war allerdings trotz Mediumwechsel nicht

moglich. Die Melanozyten kugelten sich ab und begannen sich abzuldsen.

3.3 Konditioniertes Melanozytenmedium erhdht die metabolische Aktivitat

von Sebozyten
Als ndchstes wurde untersucht, ob die verwandten Zellkulturmedien

insbesondere das konditionierte Melanozytenmedium die metabolische Aktivitat
von SZ95-Sebozyten anregt.
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Abbildung 9 zeigt eine Analyse der Effekte mehrerer Zellkulturmedien auf die
metabolische Aktivitdt von SZ95-Sebozyten mittels XTT-Test. Dieser Test wird
allgemein auch zur Einschatzung der Zellproliferation benutzt, misst aber streng
genommen nur die metabolische Aktivitdt. Erwartungsgemal? war die
metabolische Aktivitat von SZ95-Sebozyten in Gegenwart von 10% FCS
signifikant starker als bei Abwesenheit von FCS. Serumfreie Kulturbedingungen
hatten gegeniiber PromoCell® M2-Medium und konditioniertem PromoCell® M2-

Melanozytenmedium die geringste metabolische Aktivitat zur Folge.

Abb. 9: Effekt verschiedener Zellkulturmedien auf die metabolische Aktivitat von
SZ95-Sebozyten
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In Ubereinstimmung mit der Kokultur von SZ95-Sebozyten und Melanozyten
war die metabolische Aktivitat von SZ95-Sebozyten in konditionierten Promo-
Cell® M2-Melanozytenmedium signifikant hther als in PromoCell® M2-Medium.
Konditioniertes PromoCell® M2-Medium war im Hinblick auf die sebozytare-
metabolische Aktivitat der Sebozyten sogar &quipotent wie Routinemedium

Sebomed® basal-Medium 10% FCS. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass
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die humanen Melanozyten offenbar einen Faktor oder mehrere Faktoren

sezernieren, die die metabolische Aktivitat von SZ95-Sebozyten anregten.

3.4 Identifizierung von a-MSH als anti-apoptotischer Faktor in

konditioniertem Melanozytenmedium

Basierend auf den gefundenen Daten des XTT-Tests wurde als néachstes
gepriift, ob konditioniertes PromoCell® M2-Medium in der Lage ist die Apoptose
von SZ95-Sebozyten zu unterbinden. Zur Apoptosemessung wurde hierzu ein
,Cell Death Detection ELISA” (CDDE) benutzt, der die Menge an Mono-und
Oligonukleosomen misst.

Erwartungsgemald war die Rate apoptotischer SZ95-Sebozyten in Abwesenheit
von FCS sehr hoch (Abb. 10).

Abb. 10: Apoptosemessung
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In Gegenwart von Routinekulturmedium von SZ95-Sebozyten reduzierte sich
die Menge apoptotischer Zellen deutlich. Die basale Apoptoserate in Routine-
medium konnte ein Hinweis auf den holokrinen Sekretionstyp, in welchem die

Sebozyten durch die eigene Lipogenese schlie3lich zugrunde gehen, sein. In
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Analogie zu den Ergebnissen des XTT-Tests, zeigten SZ95- Sebozyten in
Gegenwart von PromoCell® M2-Medium eine signifikant reduzierte Apoptose
gegenuber serumfreien Kulturbedingungen. Die Apoptoserate von Sebozyten in
konditioniertem PromoCell® M2-Melanozytenmedium war vergleichbar niedrig
wie im Routinemedium. Eine Koinkubation von SZ95-Sebozyten mit einem
polyklonalen a-MSH Antikdrper neutralisierte die anti-apoptotische Wirkung von
konditioniertem PromoCell® M2-Melanozytenmedium. Die Erganzung von
PromoCell® M2-Medium mit a-MSH filhrte zu dem gegenteiligen Effekt einer
reduzierten Apoptose.

Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass a-MSH Einflul3 auf die Apoptoserate
nimmt und die metabolische Aktivitat der SZ95-Sebozyten erhoht.

3.5 Konditioniertes Melanozytenmedium unterdrtickt die Lipogenese von

Sebozyten

Da zellbiologisch Proliferation und Differenzierung haufig entgegengesetzt sind
(z.B. in der Epidermis, aber auch in der Talgdrise), haben wir als nachstes den
Einfluss unterschiedlicher Medien auf die Lipogenese in SZ95-Zellen
untersucht.

Zur semiquantitativen Lipidmessung wurde hierzu die Nilrot Farbung benutzt
(Abb.14). In Gegenwart von Sebomed® basal-Medium mit 10% FCS zeigten
sich multiple kleine Lipidgranula in nahezu jedem Sebozyt pro Gesichtsfeld
(Abb.11).
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Abb. 11: Lipidsynthese von SZ95-Sebozyten in Sebomed® basal-Medium (10%
FCS)

In PromoCell® M2-Medium kultivierte SZ95-Zellen zeigten eine etwas geringere
Anzahl der Lipidgranula (Abb.12).

Abb. 12: Lipidsynthese von SZ95-Sebozyten in PromoCell® M2-Medium
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Konditioniertes Melanozytenmedium bewirkte eine dramatische Verminderung
der Zahl und Gro6RRe der Lipidgranula in den Sebozyten (Abb. 13).

Abb. 13: Gehemmte Lipidsynthese von SZ95-Sebozyten in konditioniertem
PromoCell® M2-Medium

Um den Effekt der unterschiedlichen Medien zu quantifizieren wurden jeweils in
10 verschiedene Gesichtsfeldern mit Lipidgranula geladene und ungeladene
SZ95-Sebozyten ausgezahlt und das Verhaltnis prozentual ausgewertet.

In Abbildung 14 sind die Ergebnisse der prozentualen Verteilung grafisch
dargestellt. Erwartungsgemafld waren wenige Lipidgranula-positive Zellen in
Abwesenheit von FCS zu erkennen, wohingegen in Sebomed® basal-
Routinemedium die Dichte der Lipidgranula dramatisch (nahezu 100!) zunahm.
Eine Supplementierung dieses Routinemediums mit Linolensaure (LA) bewirkte
keinen Unterschied. Interessanterweise wurde durch das konditionierte

Melanozytenmedium die Lipogenese fast vollstdndig gehemmit.
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Abb. 14: Veranderung der Lipidsynthese in SZ95-Sebozyten in verschiedene
Néhrmedien
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Im Gegensatz dazu war die Lipidgranula-Dichte der Zellen in PromoCell® M2-
Medium deutlich erhéht und &hnlich wie in Sebomed® basal-Medium mit 10%
FCS.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass in konditioniertem
Melanozytenmedium eine Substanz von den Melanozyten enthalten ist, der die

Lipogenese der SZ95-Sebozyten unterdriickt.
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4. Diskussion

4.1 Seboglandulare Melanozyten — ein verkanntes Melanozyten-Reservoir?

In der vorliegenden Arbeit konnte zuné&chst gezeigt werden, dass Melanozyten
in der Talgdrise des menschlichen Koérpers vorkommen. Unsere Daten
bestatigen vormals publizierte elektronenmikroskopische Beobachtungen von
Ito et al. (1976). Diese Autoren beobachteten, dass Melanozyten in der
humanen Talgdriise basal oder suprabasal in den Drisenendstiicken und im
Ausfuihrungsgang lokalisiert sind. Diese intraglandularen bzw. intraduktalen
Melanozyten zeichneten sich im Gegensatz zu epidermalen Melanozyten durch
eine geringe Dendritenzahl aus. In vereinzelten Melanozyten konnte man
Melaningranula feststellen. Bis heute gibt es keine weiteren Untersuchungen
uber Melanozyten in der humanen Talgdrise.

Interessanterweise berichtete Takeda (1997) auch Uber die Existenz von
Melanozyten in der Glandula parotidea. Er fand in einem von insgesamt 400
Autopsiefallen Melanozyten im interlobuldaren Gangsystem dieser Drise. Die
Prasenz von Melanozyten in der Ohrspeicheldrise scheint deswegen kein
Regelfall zu sein. Die Melanozyten waren hierbei basal oder suprabasal im
hyperplastischen Drisenepithel lokalisiert. Die gleiche Arbeitsgruppe
identifizierte wenige Jahre spater Melanozyten auch in den kleinen
Speicheldrisen; dabei waren die HMB-45 positiven Zellen entweder in
kleineren Zellgruppen oder auch einzeln unregelm&Rig im periduktalen und
periacindren Bindegewebe ohne direkten Kontakt zum Drisenepithel verteilt
(Takeda, 2000). Im Gegensatz zur Glandula parotidea und humanen Talgdriise
konnten jedoch weder Melanozyten noch Melaningranula im Drisenepithel der
kleinen Speicheldrisen detektiert werden. Von einem routinemaRigen
Vorkommen der Melanozyten in den kleinen Speicheldrisen kann auch in
diesem Fall nicht gesprochen werden, da die Inzidenz bei 1.8% lag.
Interessanterweise kann die Existenz von Melanozyten in der Ohrspeicheldrise

Anlass fur ein malignes Melanom sein. Seit 1975 wurden 25 Falle eines
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primdren Melanoms der Ohrspeicheldrise publiziert. Primarmanifestationen
eines Melanoms innerhalb der Glandula parotidea sind demnach
aulBergewohnlich selten (Bussi et al., 1999; Barbieri et al., 2002). Es wird
vermutet, dass die Entstehung solcher Melanoma im Drisengewebe selbst
oder in den intraglandularen Lymphknoten beginnt (Dasgupta et al., 1963;
Chang et al., 1982). Bemerkenswert ist, dass primare Melanome bislang nur in
der Glandula parotidea und nicht in den kleinen Speicheldriisen, in denen
Ublicherweise intraglandulare Lymphknoten nicht vorkommen, beschrieben
wurden (Maier et al., 2008).

Das Vorkommen der Melanozyten in der Talgdrise lasst eine andere Funktion
als die der Pigmentierung vermuten, da typischerweise diese Zellen in
Routineschnitten von normaler humaner Haut keine nennenswerte
Pigmentbildung aufweisen. Aus diesen Beobachtungen ergeben sich zunachst
zwei Fragen: 1) Wie gelangen die Melanozyten in die Talgdrise? und 2)
Welche Funktion haben diese Zellen in der Talgdrise? Eine mdgliche Erklarung
auf die erste Frage gibt die Entwicklung der Haut und ihrer Anhangsgebilde. Im
Laufe des dritten Fetalmonats wandern die noch inaktiven Melanozyten aus der
Neuralleiste in die Epidermis ein. Dort sind sie in der Basalzellschicht lokalisiert.
Einen Monat spater werden sie aktiv. Das Epithel der Epidermis leitet sich
demgegentber von dem Ektoderm ab. Im 5. Schwangerschaftsmonat vollzieht
sich die Entwicklung der Talgdrisen. Es sind ausdifferenzierte ektodermale
Epithelausstilpungen, die in das darunter liegende Mesoderm einspriel3en.
Demnach werden die Melanozyten mit dem sog. Epithelgemisch in die Tiefe als
Epithelknospe gezogen, aus dem sich im weiteren Verlauf der Embryogenese
die Talgdriise entwickelt (Holbrook et al., 1975; Pinkus, 1910; Serri, 1963). Es
ist jedoch vollkommen offen, in welchem numerischen Verhaltnis die
Melanozyten zu den Talgdriusenzellen in der Talgdrise stehen. Zukinftige
Studien kdonnten deswegen anhand von Serienschnitten und Immunfarbungen
z. B. mit anti-NKl/beteb-, anti-MART1, anti-HBM45-Antikérpern oder weiteren
anti-Melanozyten-Antikorpern diese Frage angehen.

Die seboglandularen Melanozyten bilden somit ein verkanntes dermales

Reservoir. Eine mogliche Funktion dieses Reservoirs koénnte in der
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regenerativen und primaren Wundheilung liegen. Dabei liegen die Wundrander
eng zusammen, es befinden sich keine Fremdkdrper oder bakterielle
Verunreinigungen in der Wunde. Eine vollstandige Regeneration ist méglich.
Mal3geblich an der vollstandigen Pigmentierung der regenerierten Haut sind
die Melanozyten beteiligt. Zunachst bewirken die epidermalen Melanozyten den
grofdten Teil der Repigmentierung. In unmittelbar raumlicher Nahe befinden sich
jedoch die Talgdrisen. Diese koénnten unter Umstdnden aufgrund ihrer
topografischen Lage in grol3erem Umfang auch an der Repigmentierung
beteiligt sein. Eine unterstiitzende Funktion bei der Repigmentierung aus dem
Melanozyten-Reservoir der Talgdrise ist dartber hinaus nicht nur bei der
Wundheilung, sondern auch bei der Vitiligo denkbar.

Dabei handelt es sich um eine erworbene idiopathische, hypomelanotische
Hauterkrankung, die durch den Verlust oder eine weitestgehende Inaktivierung
von Melanozyten in Haut und Haarbulbus charakterisiert ist. Schleimhautbefall
ist ebenfalls mdglich. Typische klinische Symptome sind scharf begrenzte
depigmentierte Makulae unterschiedlicher Gréf3e, Form und Ausdehnung, die
an jeder Korperstelle lokalisiert sein kénnen (Ortonne et al., 1983; Westerhof et
al., 1997). Die weltweite Pravalenz betragt 0,5-4%. Beide Geschlechter sind
gleich haufig betroffen. In 30-40% der Falle findet sich eine positive
Familienanamnese. Die Atiologie ist immer noch lickenhaft. Die Melanozyten
stellen zunéchst die normale Melanogenese ein. Diese Phase ist
madglicherweise reversibel. Danach kommt es zur weitestgehenden Zerstérung
der Melanozyten. Diese Zerstérung kann auch in den adnexalen Strukturen der
Haut stattfinden (Braun-Falco et al., 2002). Als krankheitsauslosend werden
immer wieder schwere Sonnenbrdnde und emotionale Stresssituationen wie
Unféalle, Todesfalle in der Familie, Kriegsereignisse und schwere Erkrankungen
angegeben. Auch am Ort eines lokalen Traumas wurde die Vitiligo als Koebner-
Phanomen beobachtet (Braun-Falco et al., 1996; Westerhof et al., 1997). Es
gibt im Wesentlichen drei atiopathogenetische Hypothesen, die auto-
immunologische, neurogene und autoaggressiv-melanozytare Prozesse bei der
Vitiligo diskutieren. Die Autoimmunhypothese wird gestltzt durch die

Beobachtung, dass verschiedene Autoimmunerkrankungen mit der Vitiligo
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assoziiert sind. Ausloser der Erkrankung koénnte eine Verletzung der
Melanozyten mit Freisetzung antigener Substanzen und nachfolgender
Autoimmunisation sein. Im Serum von Vitiligopatienten kénnen Autoantikérper
gegen Melanozyten nachgewiesen werden, die positiv mit dem Ausmald der
Depigmentation korrelieren. Diese so genannten Vitiligoantikdrper sind in vitro
in der Lage, Pigmentzellen abzutéten. Eine weitere Hypothese geht davon aus,
dass neurochemische Mediatoren vorhanden sind, die aus benachbarten
Nervenendigungen freigesetzt werden und auf Pigmentzellen zytotoxisch
wirken. Gestitzt wird diese Hypothese zum einen durch die lokalisierte Form
der Vitiligo, die nur auf ein Korpersegment beschrankt ist sowie durch das
Auftreten der Vitiligo nach Perioden emotionalen Stresses und in neurologisch
geschadigten Hautarealen, wie zum Beispiel bei kindlicher Virusenzephalitis,
multipler Sklerose mit Horner-Syndrom und peripheren Nervenverletzungen.
Ferner wird die Selbstzerstérungshypothese diskutiert, die auf dem
Vorhandensein intermediar toxischer Metabolite beruht. Diese in der
Melanogenese gebildeten Vorstufen wirken melanozytentoxisch. Intrazellulare
Mechanismen, die beim gesunden Patienten toxische Melaninvorstufen
eliminieren, scheinen beim Vitiligopatienten gestért zu sein, so dass es zu einer
Destruktion der Melanozyten kommt. In den letzten Jahren konnte
insbesondere durch Schallreuter und Mitarbeiter demonstriert werden, das
dramatisch erhohte Mengen an Wasserstoffperoxid, ein Molekll, das in die
Familie der reaktiven Sauerstoffspezies eingruppiert wird, in lasionaler Haut von
Patienten mit Vitiligo vorkommen (Schallreuter et al., 1999). Aufgrund der
weitestgehend unklaren Atiologie der Vitiligo ist eine kausale Behandlung noch
nicht moglich. Prinzipiell bestehen 3 Behandlungsstrategien: Die Maskierung
der Leukoderme, die irreversible Depigmentierung der verbliebenen
unbetroffenen Epidermis oder die Repigmentierung der Leukoderme.

Die heutigen Behandlungsmdglichkeiten zielen vor allem auf eine
Repigmentierung der betroffenen Hautareale ab. Auch hierbei gibt es breit
gefacherte Mdoglichkeiten zu denen vor allem konservative Verfahren gehéren.
Hier werden systemisch verabreichtes 8-oder 5-Methoxypsoralen plus UVA
(PUVA), Phenylalanin und UVA (PAUVA), Khellin und UVA (KUVA), topische
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Glukokortikoide und Calcineurininhibitoren, UVB-Schmalband (311nm) mit und
ohne Pseudokatalase, Balneo-PUVA und die Kombination von UVA/UVB-
Bestrahlung mit Solebadern eingesetzt. Die Wirkmechanismen der
Repigmentierung der Phototherapien vs. der konservativen topischen
immunmodulierenden/-suppressiven  Verfahren (Kortikosteroide, topische
Calcineurininhibitoren) sind im einzelnen verschieden, allen gemeinsam ist
jedoch eine Aktivierung noch vorhandener epidermaler Melanozyten und/oder
die Rekrutierung von Pigmentzellen aus noch vorhandenen dermalen
Melanozyten-Reservoirs (Nishimura et al., 2002). Hier wurde bislang dem
Haarfollikel die  groBte  Aufmerksamkeit  geschenkt.  Durch  den
Melanosomenmarker NKl/beteb konnten Narisawa et al. (1997) dendritische,
melaninproduzierende  Melanozyten in der Wulstregion des Haarfollikels
nachweisen. Die gangige These ist, dass bei der Repigmentierung der Vitiligo
die noch inaktiven Melanozyten entlang der duf3eren Wurzelscheide in Richtung
Epidermis wandern. Immunhistologische Studien konnten in Zukunft erste
Informationen Uber das Vorhandensein von Melanozyten in der Talgdrise von
lasionaler Haut bei Vitiligo-Patienten liefern. Offensichtlich besteht ein
Zusammenhang zwischen der Talgdrisendichte in den unterschiedlichen
Korperregionen im Bezug auf die Repigmentierung der Leukoderme bei Vitiligo.
Bekannt ist, dass die Verteilung der Talgdrisen in den einzelnen
Korpersegmenten sehr variabel ist. Die Zahl der Talgdrisen schwankt wegen
ihrer Bindung an den Haarfollikel regional, ebenso ihre Grol3e. Eine besonders
hohe Talgdrisendichte findet sich typischerweise in der Haut an der Stirn,
Kopfhaut, an den Wangenpartien, im Gesicht sowie an der hinteren und
vorderen Schweil3rinne des Thorax. Viele Studien belegen in der Tat , dass sich
vor allem in den oben erwahnten Arealen (Gesicht, Hals, proximaler
Oberkoérper) die beste therapeutische Repigmentierung bei der Vitiligo erzielen
lasst (Whitton et al., 2008), welches mdglicherweise als ein Hinweis fur das

verkannte Melanozyten-Reservoir in der Talgdriise verstanden werden kénnte.
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4.2 Seboglandulare Melanozyten — Stress-Protektoren?

Im Jahre 1929 pragte Cannon eine bereits 1863 von Bernard beschriebene
Vorstellung eines FlieRgleichgewichtes innerhalb eines Organismus (Cannon,
1929). Samtliche biologischen Prozesse eines Individuums laufen im Rahmen
eines homdoostatischen Gleichgewichtes ab und sollte es durch innere oder
auRRere Faktoren zu einer Storung dieses Gleichgewichtes kommen reagiert der
Korper mit einer Alarmreaktion. Cannon bezeichnet dies als Notfallreaktion,
welche als physiologische Grundlage die Aktivierung des adrenomedullaren
Systems (,Sympathikus®) zur Folge hat und zum Angriff oder zur Flucht (fight or
flight) befahigen soll (Panconesi & Hautmann, 1996). Im Tierexperiment
bestatigte 1936 Selye dieses Konzept und verwendete erstmals den Begriff
Stress.

Die Haut ist als Grenzorgan genau wie z.B. der Darm multiplen exogenen
Stressoren ausgesetzt. Sie ist eines unserer Sinnesorgane und sie stellt ein
wichtiges Kommunikationsorgan mit der Umwelt dar. Die Haut spielt eine
entscheidende Rolle fur die Selbstwahrnehmung und das Selbstbewusstsein
des Individuums. Zwischen der Haut und dem zentralen Nervensystem besteht
schon entwicklungsgeschichtlich eine enge Verbindung. So entstehen
Epidermis und Neuralplatte beide aus dem Ektoderm und verfligen Uber viele
Hormone, Neurotransmitter und Rezeptoren gemeinsam. Einige Neuropeptide
wirken als Neurotransmitter in der Haut. Sensible Nerven haben nicht nur eine
afferente Funktion, sie sind durch die Sekretion von Neuropeptiden auch
efferent tatig und konnen somit ihrerseits eine Vasodilatation und Schwellungen
auslosen (Panconesi & Hautmann, 1996). In den letzten Jahren konnte gezeigt
werden, dass die Haut bemerkenswerterweise uber ein funktionell analoges
neuroendokrines Netzwerk verfigt wie die klassische Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden (HPA)-Achse (Slominski et al., 2000; Bohm et
al., 2006). Dabei verfugt speziell die Talgdrise Uber eine ganze Reihe von
Neuromediatoren und entsprechende Rezeptoren, wie z. B. CRH, CRH-R1,
CRH-R2, POMC, ACTH, a-MSH, MC-1R, MC-5R oder Opioidrezeptoren (B6hm
& Luger 2008). Im Bezug auf die Opioidrezeptoren, die die Wirkung des POMC-
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Peptids [3-Endorphin ([3-ED) vermitteln, konnte gezeigt werden, dass SZ95-
Sebozyten den p-Opioid-Rezeptor (MOR) exprimieren (Béhm et al., 2004).
Neuere Untersuchungen belegen, dass MOR sowohl in vitro als auch in situ in
humanen Talgdrisenzellen vorkommen. R-ED modulierte dabei die
Zellproliferation, Lipogenese und konnte mdglicherweise auch bei der Immun-
und Entztindungsantwort der Talgdrise eine Rolle spielen (B6hm et al., 2004).
a-MSH ist in diesem Zusammenhang ein pleiotroper Faktor und hat potente
Effekte auf das Immunsystem. Es hat modulierende Wirkung auf
Entzindungsreaktionen, in dem es diese unterdrickt. Neben den
antiinflammatorischen Eigenschaften besitzt a-MSH anti-apoptische und
zytoprotektive Fahigkeiten (Brzoska et al.,, 2008). Mehrere Studien konnten
sowohl den MC-1R als auch den MC-5R innerhalb der Talgdrise nachweisen
(Bbhm et al.,, 2002; Hatta et al., 2001; Thiboutot et al., 2000). Die MC-1R-
Expression wurde hierbei v. a. in undifferenzierte Sebozyten detektiert. Der MC-
5R war besonders in den terminal differenzierten Zellen lokalisiert (Zhang et al.,
2003, 2006). Die Tatsache, dass Melanozyten in der Talgdriise vorkommen,
deutet daraufhin, dass ein Teil der zuvor beschriebenen MC-1R-
Immunreaktivitat der Talgdrise (Bohm et al., 2002) auch durch seboglanduléare
MC-1R-exprimierte Melanozyten zustande kommen konnte. Die in der
Talgdrise in situ detektierte MC-1R-Immunreaktivitét in basalen Sebozyten war
jedoch wesentlich prominenter als man dies bei einzelnen intraglanduléren
Melanozyten erwarten wirde.

Bzgl. der Expressions- und Sekretionsfahigkeit von Neuropeptiden durch
Melanozyten erhebt sich deswegen die Frage, ob Melanozyten in der humanen
Talgdrise nicht Botenstoffe an undifferenzierte Sebozyten abgeben und
dadurch deren Funktion und Aktivitat modulieren. Wie in der vorliegenden
Arbeit herausgearbeitet werden konnte, sezernieren Melanozyten in vitro
l6sliche Substanzen, die die Apoptose von SZ95-Sebozyten nach
Serumdeprivation unterdriicken. Als mutmallicher Faktor wurde hier a-MSH in
konditioniertem PromoCell® M2-Medium identifiziert, da die Supplementierung
von PromoCell® M2-Medium mit a-MSH &hnlich wie konditioniertes PromoCell®

M2-Medium antiapoptotisch wirkte. Es ware deshalb hochinteressant zu
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untersuchen, ob konditioniertes PromoCell® M2-Medium bzw. a-MSH in vitro
den Effekt noch anderer mehr physiologischerer Apoptose-Induktoren
attenuieren kann. In Frage kommen hier proinflammatorische Zytokine und
Faktoren wie z.B. IL-1, Propionibacterium acnes, TNF-a oder bestimmte
ungesattigte Fettsauren. Ob seboglandulare Melanozyten via sezernieretes a-
MSH immunmodulierende oder zytoprotektive Effekte in vivo haben, bleibt
abzuwarten. Tatsachlich konnte zumindest die Expression von POMC-RNA in

der Talgdrise gezeigt werden (Kono et al., 2001).

4.3 Seboglandulare Melanozyten — Regulatoren der Talgdrisenfunktion?

In dieser Arbeit konnte als Grundlage aller funktionellen Untersuchungen
gezeigt werden, das Melanozyten in der Talgdrise immunofluoreszenzoptisch
nachweisbar sind. Als weiteres Ergebnis konnten wir zeigen, dass
konditioniertes Melanozytenmedium nicht nur die Apoptose von SZ95-
Sebozyten durch Serumdeprivation, sondern auch die Lipidsynthese dieser
Zellen unterdruckt.

Bekanntermallen ist eine gesteigerte Lipidsynthese (Seborrhoe) ein
Kardinalmerkmal der Akne vulgaris. Die Akne vulgaris ist vor allem im
adoleszenten Alter mit einer Inzidenz von 40-50 % weit verbreitet. Der
Altersgipfel liegt um das 14. Lebensjahr (Breckwoldt; 1994). Ausgangspunkt der
Akne vulgaris ist der Talgdrisenfollikel. Durch eine verstarkte Aktivitat der
Sebumproduktion der Talgdrisen und durch eine Hyperkeratose des
Infrainfundibulums werden ein Talgrickstau und damit die Komedonenbildung
hervorgerufen. Im weiteren Verlauf kommt es zur Ansiedlung von P. acnes in
den tieferen Abschnitten und von Staphylococcus aureus in den héheren
Abschnitten der Komedonen. Insbesondere das Zytokin Interleukin 1a (IL-1a)
scheint eine entscheidende Rolle in den entziindlichen Prozessen der Akne zu

spielen (Boehm et al., 1995). Interessanterweise enthalten Komedone keine
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oder nur sehr wenige Bakterien, aber dafiir einen hohen Spiegel an IL-1a
(Ingham et al., 1992; Eady et al., 1993).

Die von den Bakterien freigesetzten Esterasen induzieren einen enzymatischen
Abbau der Talgmassen mit Abspaltung von freien Fettsduren, die als
Mediatoren konsekutiv einen Inflammationsprozess mit Forderung der
Hyperkeratose herbeifihren. Durch diesen Inflammationsprozess wird der teils
schmerzhaft gerttete Fokus sichtbar, der je nach Ausmal} der bakteriellen
Infektion mit eitrigen Absonderungen belegt ist.

Androgene spielen in der Pathogenese der Akne eine wichtige Rolle. Eine
erhohte 5a-Reduktase Typ I-Aktivitdt bedingt eine erhdhte Konversion von
Testosteron in das wirksamere Dihydrotestosteron (DHT) in den
Talgdrisenfollikeln. Testosteron bzw. DHT stimulieren die Proliferation der
Sebozyten und steigern somit konsekutiv die Talgdrisensekretion (Chen et al.,
1996). Die Pravalenz einer Hyperandrogenamie bei Aknepatientinnen betragt
einer Studie von Slayden et al. (2001) zufolge 63 %. Dabei waren insbesondere
freies Testosteron und DHEAS erhoht.

Neuere Untersuchungen betonen dariber hinaus eine Storung des
empfindlichen Gleichgewichts von entziindungshemmenden und
entziindungsférderndern Einflissen aus dem neuroendokrinen System
(Zouboulis, 2006). Es besteht eine wechselseitige Beziehung zwischen
peripherem Nervsystem und der Haut. Sie verfugt Uber das vollstandige
Repertoire an Botenstoffen und Signalkaskaden um beispielsweise
Entziindungen entstehen zu lassen oder auch zu hemmen.

In welchem Zusammenhang kdnnten die seboglandularen Melanozyten mit der
Talgdrusenfunktion und besonders mit der Lipidsynthese stehen? Wie oben
beschrieben ist die Talgdrise eine Androgen-abhéngige Struktur. Die
Umwandlung von Testosteron in das aktivere DHT geschieht in der Talgdruse.
Die Folge ist eine Aktivierung der Talgdrise, wobei die Mitoserate und
Talgproduktion (Lipidsynthese) erhoht wird. Koénnten die von uns
nachgewiesenen Melanozyten in der Talgdrise also die hormonell-vermittelte
Differenzierung (Lipidsynthese und Apoptose) modulieren? Wie in dieser Arbeit

gezeigt werden konnte, kommt als ein von Melanozyten sezernierter Faktor hier
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a-MSH in Frage, da dieses Peptid eine anti-apoptotische Wirkung besitzt.
Interessanterweise  blockiert  konditioniertes  Melanozytenmedium  die
Linolensaure-induzierte Lipidsynthese. Die Identitdt dieses Faktors ist noch
unklar. Das von Melanozyten sezernierte a-MSH scheint hier wenig
wahrscheinlich, da bekannt ist, dass a-MSH die Lipogenese von primaren
Sebozyten fordert (Zhang et al., 2003).

Fur zukinftige Untersuchungen ware es deswegen in diesem Zusammenhang
interessant zu erforschen, in welcher Dichte und in welchem Funktionszustand
die Melanozyten in der Talgdrise bei der Akne vorkommen. Das Vorkommen
von Melanozyten in der Talgdrise und ihre wie in der vorliegenden Dissertation
beschriebene anti-apoptotische bzw. Lipidsynthese-hemmende Aktivitat in vitro,
konnte auf eine modulierende Funktion auch in vivo hindeuten (Abb.15). Hangt
vielleicht die Bildung der schwarzen Komedonen (,black leads®) von dem
Zustand der Melanozyten in der Talgdriise ab oder sind die seboglanduléaren

Melanozyten bei Akne in ihrer lipidhemmenden Funktion alteriert?
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Abb. 15: Mdgliches Schema der Interaktion von Melanozyten und Sebozyten in

der humanen Talgdrise
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