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1 Einleitung und Fragestellung 

1.1 Einführung in das Thema 

Vom neuronalen Netzwerk des dicht innervierten Haarfollikels werden diverse 

Neuropeptide ausgeschüttet (Chan et al., 1997; Peters et al., 2001; Roosterman et al., 

2006). Auch wenn sie für die Erhaltung des Haarzyklus nicht essentiell sind (Botchkarev, 

2003; Krause und Foitzik, 2006), haben sich die Neuropeptide als potente Modulatoren 

erwiesen (Roosterman et al., 2006). Durch Neuropeptide kann beispielsweise eine 

Autoimmunität des Haarfollikels ausgelöst (Peters et al., 2007) oder die Integrität des 

follikulären Immunsystems wiederhergestellt werden (Kinori et al., 2012; Bertolini et al., 

2016b). Es ist nur wenig über die Wirkung der Neuropeptide auf die follikuläre 

Stammzellbiologie sowie die epitheliale und follikuläre Pigmentbildung bekannt.  

In dieser Pilotstudie soll der Einfluss des vasoaktiven intestinalen Peptids (VIP) auf die 

Biologie follikulärer Keratinozyten, follikulärer keratinozytärer Stammzellen und 

follikulärer Melanozyten untersucht werden.  

 

 

1.2 Biologie des humanen Haarfollikels 

1.2.1 Anatomie 

Die Haut wird in die Schichten Epidermis, Dermis und Subkutis gegliedert. Sie ist 

durchsetzt mit Hautanhangsgebilden, zu denen Schweißdrüsen, Talgdrüsen und 

Haarfollikel (HF) gehören. Art und Verteilung von HF variieren zwischen den 

Hautregionen. Die HF der Kopfhaut haben aufgrund ihrer psychosozialen Relevanz die 

größte Bedeutung (Stenn und Paus, 2001; Krause und Foitzik, 2006). In der Kopfhaut 

überwiegen die Terminal-HF. Von diesen befinden sich 90 % in der Anagen VI Phase (Paus 

und Cotsarelis, 1999; Krause und Foitzik, 2006). Die Anatomie des HF wird daher am 

pigmentierten Terminal-HF in der Anagen VI Phase erläutert (siehe Abbildung 1.1). 
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Abbildung 1.1 Anatomie des Anagen VI Haarfollikels.  

Der Haarfollikel wird in 4 Abschnitte gegliedert (A). Am Ansatz des Musculus arrector 
pilorum befindet sich die Wulstregion (B). Der ektodermale Haarbulbus umschließt die 
mesodermale dermale Papille (C). Haarmatrix und innere Wurzelscheide dienen der 
Haarschaftbildung (D). Hämatoxylin/Eosin-Färbung (A-C). APM: Musculus arrector 
pilorum; BM: Basalmembran; Bulb: Haarbulbus; Cortex: Kortex; CTS: Follikuläre 
Bindegewebsscheide; DP: Dermale Papille; Hair cuticule: Kutikula; HS, Hair 
shaft: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide; Layer: Schicht; M, Matrix: Haarmatrix; 
ORS: Äußere Wurzelscheide; SG: Talgdrüse; Suprabulbar region: Suprabulbäre Region. 
Abbildung aus Schneider et al., 2009 Abbildung 1. 

 

Der HF ist von einer follikulären Bindegewebsscheide (CTS) umgeben und wird von distal 

nach proximal in die Abschnitte Infundibulum, Isthmus, suprabulbäre Region und 

Haarbulbus (Bulbus) gegliedert (siehe Abbildung 1.1.A). Das Infundibulum bezeichnet den 

Abschnitt von der oberflächlichen Epitheleinstülpung, dem Ostium, bis zur Einmündung 

des Talgdrüsenausführungsganges (Schneider und Paus, 2014). Proximal davon liegt der 

Isthmus, der bis zum Ansatz des Musculus arrector pilorum (APM) reicht. Am Ansatz des 

APM ist die äußere Wurzelscheide (ORS) nach peripher gewölbt und wird als Wulstregion 

(bulge) bezeichnet (siehe Abbildung 1.1.B). Sie dient als Hauptreservoir follikulärer 

A B 

C 

D 
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Stammzellen (Tiede et al., 2007; Jaks et al., 2010). Als suprabulbäre Region wird der 

Abschnitt zwischen Isthmus und Bulbus bezeichnet (siehe Abbildung 1.1.A). Der Bulbus 

bildet das proximale Ende des HF (siehe Abbildung 1.1.C). Im Folgenden werden 

anatomischen Details erläutert, die zum Verständnis der Arbeit erforderlich sind. 

Der Bulbus beinhaltet stark proliferierende Haarmatrixkeratinozyten, melaninbildende 

Melanozyten und melanozytäre Vorläuferzellen sowie die proximalen Anteilen von 

innerer Wurzelscheide (IRS) und ORS und (siehe Abbildung 1.1.C, D). Der Bulbus 

umschließt die dermale Papille (DP) in den Anagenphasen (siehe Abbildung 1.1.C) und 

interagiert mit ihr (Morgan, 2014).  

Die ORS ist ein keratinozytäres Kompartiment, das per continuitatem mit dem 

epidermalen Stratum basale verbunden ist (siehe Abbildung 1.1.A). Sie begrenzt den HF 

nach peripher und steht über die Basalmembran in Verbindung mit der CTS (Panteleyev et 

al., 2001; Schneider et al., 2009). In ihren bulbusnahen Anteilen beherbergt die ORS 

keratinozytäre und melanozytäre Vorläuferzellen (Horikawa et al., 1996; Klatte, 2008).  

Die IRS liegt zwischen ORS und Haarschaft (HS) (siehe Abbildung 1.1). Sie dient der 

Bildung des zentral liegenden HS durch Keratinisierung von Haarmatrixkeratinozyten 

(Schneider et al., 2009). 

 

 

1.2.2 Haarzyklus 

HF durchlaufen wiederkehrende Phasen des Aufbaus (Anagen), der Regression (Katagen) 

und der relativen Ruhe (Telogen), die Haarzyklus genannt werden (siehe Abbildung 1.2). 

Die zyklischen Veränderungen betreffen alle follikulären Kompartimente und 

Zellpopulationen (Peters et al., 2001; Krause und Foitzik, 2006). Allerdings kann der HF in 

einen permanenten distalen Anteil (Infundibulum, Isthmus und bulge) und einen nahezu 

vollständig reversiblen proximalen Anteil (Bulbus und suprabulbäre Region) gegliedert 

werden (Oh et al., 2016).  



EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG 

 

 4 

 
Abbildung 1.2 Phasen des Haarzyklus.  

Die morphologischen Veränderungen der Phasen des Haarzyklus werden schematisch (1a-
1e) und in situ (2a-2e) dargestellt. Hämatoxylin-Eosin-Färbung (2a-2e). APM: Musculus 
arrector pilorum; B: Wulstregion; CH: Kolbenhaar; CTS: Follikuläre Bindegewebsscheide; 
DP: Dermale Papille; D-SC: Dermosubkutane Grenze; E: Epidermis; ES: Epithelbrücke; 
HS: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide; MK: Haarmatrixkeratinozyten; ORS: Äußere 
Wurzelscheide; SC: Tiefe Subkutis; SG: Talgdrüse; SHG: Sekundärer Haarkeim. Abbildung 
modifiziert aus Klöpper et al., 2013b.  

Telogen Anagen II Anagen VI Frühes Katagen 

KatagenKatagen 

Mittleres Katagen 

1a 1b 1c 1d 1e 

2a 2b 2c 2d 

a) HF vollständig  

   dermal 

b) Kolbenhaar 

c) kompakte DP  

    mit Kontakt zu  

    SHG 

d) keine IRS 

 

a) HF verlängert  

    sich 

b) Schichten der 

    IRS ausgebildet 

c) DP vergrößert, 

    von MK um- 

    schlossen 

a) Bulbus tief  

    subkutan 

b) HS überragt  

    Epidermis 

c)  

 

    MK-Proliferation  

    maximal 

    Pigmentbildung  

    maximal 

a) Bulbus tief subkutan 

b) DP verschmälert 

c) Proliferationsrate 

    reduziert, Apoptose- 

    rate steigt 

d) 

  

 

    Pigmentbildung 

    reduziert 

 

a) Bulbus subkutan 

b) HS fransenförmig 

c) DP kompakt 

d) Verkürzung des 

    suprabulbären Epi- 

    thels 

  )Keine MK-Prolife- 

    ration 

f) Keine Pigmentbil- 

    dung 

 

2e 
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Das Anagen wird in sechs Phasen untergliedert. Das Katagen wird in acht Phasen 

untergliedert, wobei die Phasen I bis IV als frühes Katagen, V bis VI als mittleres Katagen 

und VII bis VIII als spätes Katagen bezeichnet werden (Klöpper et al., 2010; Oh et al., 

2016). Der Übergang vom Anagen VI in das frühe Katagen wird als Anagen-Katagen-

Transformation bezeichnet. Dabei verändert sich die follikuläre Biologie sehr stark (siehe 

Abbildung 1.2). Erste Zeichen sind die Reduktion der Pigmentbildung (siehe Kapitel 1.4.3) 

und die Volumenreduktion der DP (Stenn und Paus, 2001). Es folgen die Verringerung der 

Proliferationsrate und die ersten Apoptosen von Fibroblasten der DP, von Melanozyten 

sowie von Keratinozyten der Haarmatrix (Matrix), IRS und ORS (Stenn und Paus, 2001; 

Sharov et al., 2005). Die suprabulbäre Region bildet sich zu einer Epithelbrücke zurück 

(siehe Abbildung 1.2.1e), wodurch sich der HF verkürzt und die DP nach distal aufsteigt. 

Der HS ist nur noch fransenförmig verankert und wird als Kolbenhaar (englisch club hair) 

bezeichnet (siehe Abbildung 1.2.1e, 2e). Der sekundäre Haarkeim bildet sich aus der 

bulge und initiiert zusammen mit der DP den neuen Haarzyklus (siehe Abbildung 

1.2.1a, 2a). 

 

 

1.2.3 Kontrolle des Haarzyklus 

Der Haarzyklus wird durch funktionell gegensätzliche zelluläre (Muneeb et al., 2019) und 

extrazelluläre Einflüsse (Plikus und Chuong, 2014; Bernard, 2016) reguliert. Es sind bereits 

zahlreiche Einflussfaktoren wie Zytokine, Aminosäuren und Hormone (Stenn und Paus, 

2001; Paus et al., 2014) oder Signalwege (Lee und Tumbar, 2012; Hawkshaw et al., 2019) 

beschrieben worden (siehe Abbildung 1.3). Neuropeptide gelten als vielversprechende 

Forschungsobjekte, da sie durch die Beeinflussung mehrerer intrinsischer Faktoren zu 

einer komplexen Veränderung der Homöostase führen können (Botchkarev, 2003; Krause 

und Foitzik, 2006). 
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Abbildung 1.3 Übersicht diffusionsfähiger Einflussfaktoren des Haarzyklus.  

Bernard beschreibt die Regulation des Haarzyklus als Ying/Yang Situation stimulierender 
und inhibierender Faktoren. BMP: Morphogenetisches Knochenprotein; BNDF: Aus dem 
Gehirn stammender neurotrophischer Faktor; CGRP: Peptid des Calcitoningens; 
DKK: Protein des Dickkopfgens; EGF: Epithelialer Wachstumsfaktor; FGF: Fibroblasten 
Wachstumsfaktor; HGF/SF: Hepatozytenwachstumsfaktor/Streuungsfaktor; IGF: Insulin-
ähnlicher Wachstumsfaktor; IL: Interleukin; PDGF: Thrombozytenwachstumsfaktor; 
SP: Substanz P; T3: Triiodthyronin; TGF: Transformierender Wachstumsfaktor; 
VEGF: Wachstumsfaktor des Gefäßendothels; VitD3: Vitamin D3. Abbildung aus Bernard, 
2016 Abbildung 3. 

 

 

1.2.4 Innervation und Neuropeptide des Haarfollikels 

Die Haut und Hautanhangsgebilde werden mittels horizontal verlaufender Nervenplexus 

innerviert, die sich subepidermal, tief dermal und subkutan befinden. Haarfollikel sind 

von einem dichten Netzwerk von Nervenfasern umgeben, das aus dem subepidermalen 

und subkutanen Nervenplexus gespeist wird (siehe Abbildung 1.4). Das follikuläre 

Nervengeflecht befindet sich in der CTS, liegt der Basalmembran dicht an, penetriert sie 

und innerviert die ORS (Hendrix et al., 2008). Die permanenten Regionen des HF (siehe 

Kapitel 1.2.2) sind dichter innerviert als die reversiblen Regionen (siehe Abbildung 1.4). 
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Abbildung 1.4 Anatomie der Haarfollikelinnervation.  

Der murine Anagen VI Haarfollikel wird infundibulär durch ein diffuses Nervengeflecht 
und im Isthmus durch ein geordnetes Geflecht aus longitudinalen und zirkulären 
Nervenfasern innerviert. APM: Musculus arrector pilorum; B: Wulstregion; DP: Dermale 
Papille; FNA/B: Follikuläres Nervennetz A/B; HM: Haarmatrix; HS: Haarschaft; I: Isthmus; 
IRS: Innere Wurzelscheide; Mel: Melanozyt; ORS: Äußere Wurzelscheide; 
plexus: Nervengeflecht; SG: Talgdrüse; Abbildung aus Botchkarev et al., 1997 Abbildung 1. 

 

An murinen HF wurde gezeigt, dass sich die Innervation im Verlauf des Haarzyklus 

verändert (Paus et al., 1997). Beim Übergang vom späten Anagen zum frühen Katagen 

reduziert sich die Nervenfaserdichte und beim Übergang vom Telogen zum frühen 

Anagen erhöht sie sich (siehe Abbildung 1.4).  

Neuropeptide werden in Nervenzellkörpern gebildet und in Axonen zum Erfolgsorgan 

transportiert. Die Freisetzung kann über Varikositäten entlang des Axons erfolgen sowie 

über die axonalen Endigungen, welche in direktem Kontakt zu Keratinozyten, 

Melanozyten, Merkelzellen, Langerhanszellen, Mastzellen und Fibroblasten stehen 

(Hendrix et al., 2008). Neuropeptide wirken autokrin und parakrin und werden nach der 

Sekretion zügig degradiert (Wallengren, 1997; Hendrix et al., 2008). 
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1.3 Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) 

1.3.1 Struktur, Signalwege und Analoga 

Das VIP besteht aus 28 Aminosäuren, gehört zur Familie der Sekretine und wurde 

erstmals 1970 aus dem oberen Gastrointestinaltrakt des Schweines isoliert (Said und 

Mutt, 1970).  

Die Wirkung von VIP wird über die G-Protein gekoppelten Rezeptoren der Klasse II VIP-

Rezeptor 1, VIP-Rezeptor 2 und den Rezeptor 1 des hypophysären Adenylatzyklase 

aktivierende Polypeptids (VPAC1, VPAC2 und PAC1) vermittelt (Harmar et al., 1998). Die 

Affinität von VPAC1 und VPAC2 zu VIP ist gleich hoch. VPAC1 wird konstitutiv exprimiert, 

wohingegen VPAC2 induzierbar ist (Moody et al., 2011; Wu et al., 2011). Die Affinität des 

PAC1 zu VIP ist 100-fach geringer als zu seinem Hauptliganden hypophysäres 

Adenylatzyklase aktivierendes Polypeptid (Fahrenkrug, 2010). Die Signaltransduktion 

erfolgt bei den drei Rezeptoren hauptsächlich über den Proteinkinase A-Signalweg . Es 

wurden auch alternative Signalwege nachgewiesen, an deren Signaltransduktion 

Phospholipase C, MAP-Kinase, Tyrosinkinasen oder aktivierte Kalziumkanäle beteiligt sind 

(Moody et al., 2011; Moody et al., 2016).  

Es ist bekannt, welche strukturellen Merkmale zur Ligandenbindung an die VIP-

Rezeptoren notwendig sind, sodass peptiderge Analoga mit unterschiedlicher Selektivität 

hergestellt wurden (Harmar et al., 2012; Moody et al., 2016). Die Analoga unterscheiden 

sich ebenfalls in der Aktivitätsdauer im Gewebe, da VIP nach Freisetzung durch die 

neutrale Endopeptidase und die aus Mastzellen stammenden Enzyme Chymase und 

Tryptase zügig inaktiviert wird (Groneberg et al., 2006; Wu et al., 2011). 

 

 

1.3.2 Extrakutanes Vorkommen und Funktionen 

Nach seiner Entdeckung im porcinen Intestinum, wurde das VIP in zahlreichen murinen 

und humanen Geweben isoliert, zu denen Gehirn, Hypophyse, Lunge, Herz, Nebenniere, 

Pankreas, Lymphknoten und Haut gehören. VIP und seine Rezeptoren werden 

überexprimiert in Malignomen wie Blase, Brust, Leber, Lunge, Pankreas, Prostata und 
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Schilddrüse (Moody et al., 2016). VIP ist im zentralen Nervensystem, in sympathischen 

Ganglien, motorischen Nerven und im autonomen Nervensystem nachweisbar 

(Fahrenkrug, 1989; Fahrenkrug, 2010). Zellen des angeborenen Immunsystems können 

VIP exprimieren (Wu et al., 2011; Gorky und Schwaber, 2019). In Tabelle 1.1 sind zelluläre 

Effekte des VIP und ihre potentielle Relevanz in der Pathogenese oder Therapie humaner 

Volkskrankheiten zusammengefasst. 

Tabelle 1.1 Übersicht der extrakutanen Effekte des VIP.  

IL: Interleukin; LPS: Lipopolysaccharid; TNF: Tumornekrosefaktor. 

Organsystem/ 

Organ/ 

Gewebe 

Zelluläre Effekte Potentielle Relevanz 

in 

Referenz 

Gastrointesti-

naltrakt 

Relaxation glatter Muskulatur Peristaltikstörungen Ben-Horin und 

Chowers, 2008 

Gefäße Endothelunabhängige 

Vasodilatation 

Pulmonale arterielle 

Hypertonie 

Wu et al., 2011 

Immunsystem LPS-induzierte IL-6-Bildung↓ 

Neutrophileninfiltration↓ 

Sepsis 

 

Ibrahim et al., 

2012 

Bildung freier Radikale↓ 

Phagozytoseaktivität↓ 

Bildung von Zytokine (IL-12, 

IL-16, TNFα)↓, (IL-10)↑ 

Asthma, 

Morbus Crohn, 

Rheumatoide Arthritis 

 

Gonzalez-Rey et 

al., 2007; Jiang 

et al., 2016 

Lunge Bronchodilatation, 

Immunfunktion, 

Vasodilatation 

Chronisch-obstruktive 

Lungenerkrankung 

Voisin et al., 

2017 

Karzinome Proliferation↑ 

Angioneogenese↑ 

Karzinome in Blase, 

Brust, Lunge und 

Weiteren 

Moody et al., 

2016 

 

 

1.3.3 Kutanes Vorkommen und Funktionen 

VIP-erge Nervenfasern haben Kontakt zu allen Schichten der Haut (Hartschuh et al., 1984; 

Bertolini et al., 2016b). Lymphozyten (Pincelli et al., 1992), Mastzellen (Kulka et al., 2008) 

und Merkelzellen (Hartschuh et al., 1983a; Tachibana und Nawa, 2005) exprimieren VIP 
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und können folglich bei erhöhter Zellzahl als extraneuronale VIP-Quelle betrachtet 

werden, beispielweise bei einer inflammatorischen Reaktion. 

VPAC1 und VPAC2 werden intrakutan von Mastzellen (Kulka et al., 2008), Lymphozyten, 

glatten Muskelzellen (Fischer et al., 2001; Groneberg et al., 2003) sowie in Epidermis und 

follikulärer ORS (Fischer et al., 2001; Groneberg et al., 2003) exprimiert. Die Biologie von 

epidermalen Melanozyten und Langerhanszellen ist durch VIP modulierbar, jedoch ist 

bisher kein Rezeptorstatus beschrieben worden (Hara et al., 1996; Ding et al., 2007). Für 

alle Effektorzellen ist ein dichter Kontakt zu VIP-ergen Nervenfasern beschrieben 

(Hartschuh et al., 1984; Jarvikallio et al., 2003; Kulka et al., 2008). In Tabelle 1.2 sind 

kutane Effekte des VIP und ihre potentielle Relevanz für die Pathogenese kutaner 

Erkrankungen zusammengefasst.  

Tabelle 1.2 Übersicht der kutanen Effekte des VIP.  

HaCaT: Spontan immortailisierte Keratinozytenzelllinie; IL: Interleukin; 
LPS: Lipopolysaccharide; SCF: Stammzellfaktor; TH: T-Helferzelle; TNF: Tumorne-
krosefaktor; VEGF: Vaskulärer Endothelwachstumsfaktor. 

Organ/ 

Zellpopulation 

Wirkungen Potentielle Relevanz 

in 

Referenz 

Gefäße Endothelunabhängige 

Vasodilatation 

Thermoregulations-

störungen 

Kellogg et al., 2010 

Keratinozyten 

(HaCaT, 

Epidermis) 

Proliferation↑, 

Synthese↑ von IL-6, SCF, 

VEGF 

atopische Dermatitis, 

Psoriasis, 

Wundheilung, 

Kakurai et al., 2001; 

Kakurai et al., 2002; 

Kakurai et al., 2009; 

Chéret et al., 2014 

Langerhans-

zellen 

Antigenpräsentation↓ 

LPS-induzierte TNFα-

Sekretion↓ 

Hypersensitivitäts-

reaktionen, 

Infektionen 

Ding et al., 2007 

Lymphozyten Bildung von Zytokinen 

(IL-12, IL-16, TNFα)↓, 

(IL-10)↑ 

Neutrophileninfiltration↓ 

Modulation des TH1/TH2 

Verhältnisses 

atopische Dermatitis, 

Hypersensitivitäts-

reaktionen  

Psoriasis  

Chan et al., 1997; 

Jarvikallio et al., 

2003; Kulka et al., 

2008; Reich und 

Szepietowski, 2008 

Mastzellen Chemokinbildung↑, 

Degranulation↑ 

atopische Dermatitis, 

Psoriasis 

Jarvikallio et al., 

2003; Kulka et al., 

2008 

Merkelzellen Modulation der atopische Dermatitis, Hartschuh et al., 

1983b; Tachibana 
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Sensitivität neuraler 

Endplatten 

Prurigo und Nawa, 2005 

Schweiß-

drüsen 

Schweißsekretion ↑ Hyperhidrose Tainio, 1987 

 

 

1.4 Biologie der kutanen Melanozyten 

1.4.1 Melanin und Melanogenese 

Unter dem Begriff Melanin werden alle Pigmente zusammengefasst, die durch Oxidation 

und Polymerisation von Tyrosin bei Tieren oder von phenolischen Verbindungen bei 

niederen Lebewesen entstehen (D' Ischia et al., 2013). Das Haarmelanin befindet sich in 

Kortex und Medulla des HS (siehe Abbildung 1.1.D). Das Hautmelanin befindet sich 

innerhalb epidermaler Keratinozyten der Strata basale et spinosum (D' Mello et al., 2016).  

Melanogenese beschreibt die Bildung von Melanin aus L-Tyrosin (siehe Abbildung 1.5). 

Die Tyrosinase ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Melanogenese (Tobin 

und Paus, 2001). Sie katalysiert allein oder zusammen mit den Tyrosinase zugehörigen 

Proteinen (TYRP) 1 und TYRP2 zahlreiche Reaktionsschritte der Melaninsynthese. Die 

Melaninbildung kann durch extrinsische und intrinsische Faktoren reguliert werden (D' 

Mello et al., 2016). Zu den Extrinsischen gehören Alter (Seiberg, 2013), ultraviolette 

Strahlung (Liu und Fisher, 2010) oder das Epilieren (Li et al., 2017) . Zu den Intrinsischen 

gehören mehr als 125 bekannten regulierende Gene (Yamaguchi et al., 2007). Die 

Rezeptortyrosinkinase Kit (c-Kit) ist beteiligt an Migration, Differenzierung, Proliferation 

und Pigmentbildung (Botchkareva et al., 2001). Nach Aktivierung von c-Kit durch seinen 

Liganden Stammzellfaktor wird der Mikroopthalmie-assoziierte Transkriptionsfaktor 

(MITF) über den Proteinkinase A-Signalweg aktiviert (siehe Abbildung 1.5) 
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Abbildung 1.5 Melanogenese und Regulationsmechanismen.  

Die Transkription zentraler Gene der Melanogenese wird durch den Mikropthalmie-
assoziierten Transkriptionsfaktor reguliert. Der grüne Punkt symbolisiert eine 
Phosphorylierung. cAMP: Zyklisches Adenosinmonophosphat; CREB: CAMP response 
binding element binding protein; KIT: Rezeptortyrosinkinase Kit; MITF: Mikropthalmie-
assoziierter Transkriptionsfaktor; PAH: Phenylalaninhydroxylase; PKA: Proteinkinase A; 
TYP: Gen der Tyrosinase; TRP: Gen des Tyrosinase zugehörigen Proteins; 
TRYP1/2: Tyrosinase zugehöriges Protein. Abbildung modifiziert aus D' Mello et al., 2016 
Abbildung 2. 

 

 

1.4.2 Melanozytenbiologie 

Während der embryonalen Vertebrogenese migrieren Zellen der dorsalen Neuralleiste in 

die Epidermis. Pluripotenten Vorläuferzellen differenzieren zu bipotenten Vorläuferzellen 

und schließlich zu Melanoblasten (Thomas und Erickson, 2008). Mit beginnender HF-

Morphogenese wandern Melanoblasten des epidermalen Stratum basale in den sich 

bildenden HF (Peters et al., 2002; Tobin, 2011). Sie bilden im Verlauf der follikulären 

Morphogenese diverse Subpopulationen (siehe Abbildung 1.6 und Tabelle 1.3). 
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Abbildung 1.6 Melanozytenpopulationen des Haarfollikels.  

Melaninbildende Melanozytenpopulationen befinden sich in Epidermis, Infundibulum, 
zentraler Haarmatrix und Talgdrüsenepithel. Amelanotische Melanozytenpopulationen 
befinden sich in bulge, äußerer Wurzelscheide sowie dem äußeren und proximalen 
Haarbulbus. Amel-BMc: Amelanotische bulbäre Melanozyten; DP: Dermale Papille; 
Epi: Epidermis; IFD: Infundibulum; Mc: Melanozyten; Mel-BMc: Melanotische bulbäre 
Melanozyten; ORS: Äußere Wurzelscheide; SG: Talgdrüse. Abbildung modifiziert aus 
Slominski et al., 2005 Abbildung 1. 

 

Die melanotischen Melanozytenpopulationen in der Epidermis und der zentralen Matrix 

bestehen aus großen Zellen, die mit langen Dendriten melaninhaltige Granula in die 

umgebenden Keratinozyten transferieren. Die melanotischen Melanozyten in den 

Basalzellschichten der infundibulären ORS und des Talgdrüsenepithels sind kleiner und 

besitzen nur wenige, kurze Dendriten (Slominski et al., 2005; Tobin, 2011). 

Die nicht-melanotischen, gering differenzierten Subpopulationen befinden sich in der 

bulge, der suprabulbären ORS sowie den äußeren und proximalen Anteilen des Bulbus. In 

der Basalzellschicht der bulge befinden sich melanozytäre Vorläuferzellen mit 

Stammzelleigenschaften. Sie sind phänotypisch undifferenziert, das heißt die Zellen sind 

klein, rund, pigmentfrei, besitzen keine Dendriten und exprimieren kein c-Kit. Daneben 

beherbergt die bulge auch gering differenzierte, c-Kit exprimierende Melanoblasten 
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(Peters et al., 2001; Kauser et al., 2005; Tobin, 2011). In Tabelle 1.3 werden die 

melanozytären Subpopulationen des HF verglichen.  

Tabelle 1.3 Vergleich follikulärer melanozytärer Subpopulationen.  

Die Daten stammen aus humanen und murinen Haarfollikeln im mittleren und späten 
Anagen. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; DOPA: Levodopa; ORS: Äußere Wurzelscheide; 
TRP1/2: Tyrosinase zugehöriges Protein 1/2. 

Melanozytäre 

Subpopulation 

Markerproteine Referenz 

Tyrosinase TRP1 TRP2 c-Kit DOPA 

Infundibuläre 

Melanozyten 

Keine Daten 

 

+ Tobin, 2011 

Melanoblasten der 

Wulstregion 

- - + +/- Keine 

Daten 

Peters et al., 2002; 

Nishimura, 2011; Tobin, 

2011 

Vorläuferzellen der 

suprabulbären und 

bulbären ORS 

- - - + +/- Botchkareva et al., 2001; 

Peters et al., 2002 

Vorläuferzellen der 

inneren Haarmatrix 

- Keine Daten + + Botchkareva et al., 2001; 

Peters et al., 2002 

Melanozyten der 

zentralen 

Haarmatrix 

+ + + + + Botchkareva et al., 2001; 

Peters et al., 2002; 

Nishimura, 2011; Tobin, 

2011 

 

 

1.4.3 Anagen-Katagen-Transformation 

In der Anagen VI Phase sind die Melanozyten der zentralen Matrix groß, pigmentiert und 

besitzen lange Dendriten. Die Rate der Melaninsynthese ist maximal (siehe Abbildung 

1.2). Beim Übergang in die frühe Katagenphase verkürzen sich die Dendriten. Es 

reduzieren sich Tyrosinaseaktivität, Melanosomenbildung und Melanosomenübertragung 

(Slominski und Paus, 1993; Sharov et al., 2005). Mit fortschreitender HF-Regression 

kommt es zur Apoptose der melanotischen Melanozyten (Tobin et al., 1998). Am Ende 

der Katagenphase enthält der HF keine pigmentierten Melanozyten mehr (siehe 

Abbildung 1.2). Jedoch beherbergt der sekundäre Haarkeim melanozytäre Vorläuferzellen 
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aus denen sich im nächsten Haarzyklus die melanozytären Subpopulationen der 

reversiblen follikulären Anteile regenerieren (Sharov et al., 2005; Tobin, 2011). 

 

 

1.5 Ziel dieser Arbeit und spezifische Fragestellungen 

Das Neuropeptid VIP moduliert die Eigenschaften zahlreicher kutaner Effektoren (siehe 

Tabelle 1.2) und ist an der Pathogenese von Psoriasis und atopischer Dermatitis beteiligt 

(Jarvikallio et al., 2003; Umemoto et al., 2003; Reich und Szepietowski, 2008). Über den 

Einfluss des VIP auf die Physiologie des HF, auf HF-assoziierte Erkrankungen oder auf die 

follikuläre Pigmentbildung ist wenig bekannt.  

Ziel dieser Studie ist die Erforschung des Einflusses von VIP auf die Keratinozyten und 

Melanozyten der Matrix am Modell kultivierter isolierter HF. Es werden folgende 

spezifische Fragestellungen formuliert: 

1) Wo wird VIP follikulär und perifollikulär exprimiert? 

2) Wie sind die VIP-Rezeptoren follikulär verteilt? 

3) Wird die endogene Expression von VIP und seinen Rezeptoren durch die Behandlung 

mit VIP beeinflusst? 

4) Beeinflusst die Behandlung mit VIP die Proliferation von Matrixkeratinozyten in situ? 

5) Beeinflusst die Behandlung mit VIP die keratinozytären Vorläuferzellen der 

suprabulbären Region in situ? 

6) Wie wirkt sich die Behandlung mit VIP auf die Anagen-Katagen-Transformation und 

das Haarwachstum aus? 

7) Wie wirkt sich die Behandlung mit VIP auf follikuläre Melanozyten und ihre bulbären 

Vorläuferzellen aus? 

8) Beeinflusst die Behandlung mit VIP die follikuläre Melanogenese?  

 

 



EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG 

 

 16 

1.6 Experimentelles Design 

Für die Studienplanung waren detaillierte Kenntnisse über die follikuläre Physiologie des 

VIP und seiner Rezeptoren notwendig. Dazu wurden an Vollhautbiopsaten gesunder 

Patientinnen sowohl die Genexpression mittels Echtzeit quantitativer Polymerase-

Kettenreaktion (RT-qPCR) als auch die Proteinexpression mittels Immunfluoreszenz-

färbungen und immunhistochemischen Färbungen untersucht. 

Die biochemischen Veränderungen der HF nach Behandlung mit VIP wurden an 

mikrodissezierten, kultivierten HF erforscht. Dazu wurden RT-qPCR, Immunfluoreszenz-

färbungen und immunhistochemische Färbungen verwendet. Insgesamt sollten drei 

Zielgene und 11 Zielproteine analysiert werden (siehe Tabelle 1.4). Wenn möglich, sollten 

Methoden gewählt werden, die eine detaillierte Beurteilung der Zellmorphologie 

erlauben. 

Tabelle 1.4 Übersicht der verwendeten biochemischen Zielstrukturen.  

CK15/19: Zytokeratin 15/19; c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; MITF: Mikrophthalmie-
assoziierter Transkriptionsfaktor; TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase 
deoxyuridine triphosphate nick end labelling; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid; 
VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2. 

Zielparameter Markerprotein 

Quantitative Transkriptmengenbestimmung VIP, VPAC1, VPAC2 

Ausmaß der Expression von VIP-Rezeptoren VPAC1, VPAC2 

Haarzyklusphase Ki-67, Melanin 

Apoptose von Keratinozyten TUNEL 

Keratinozytendifferenzierung CK15, CK19 

Proliferation von Keratinozyten Ki-67 

Melanozytendifferenzierung und melanozytäre 

Pigmentbildung 

Melanin, c-Kit, gp100, MITF, 

Tyrosinaseaktivität 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

Die Materialien, welche zur Darstellung der Methodik erforderlich gewesen sind, werden 

im Fließtext genannt und gegebenenfalls erläutert. Eine Auflistung aller verwendeten 

Materialien befindet sich im Anhang in Kapitel 9.2. 

 

 

2.2 Humane Gewebeproben 

2.2.1 Kopfhautresektate 

Gemäß den Prinzipien der Deklaration von Helsinki (World Medical Association) wurden 

alle Experimente an menschlichem Gewebe mit Einverständnis der Ethikkommission der 

Universität zu Lübeck durchgeführt, Ethikantrag 06-109 vom 18.07.2006 (siehe Kapitel 

9.1.1). Die Zusendung von Kopfhautresektaten erfolgte nach Patientenaufklärung und 

Einverständnis durch den entnehmenden Plastischen Chirurgen (Klöpper et al., 2015; 

Bertolini et al., 2016b; Vidali et al., 2016). Es wurde nur klinisch gesunde Kopfhaut von 

klinisch gesunden Patienten versendet (siehe Abbildung 2.1).  

 

Abbildung 2.1 Humane Kopfhautresektate.  

Es wurden Kopfhautresektate aus Face-Lift-Operationen verwendet. Abbildung aus 
Bertolini, 2014 Abbildung 2.1. 
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Die Resektate stammten aus den regiones frontotemporales et occipitales von Frauen 

(n=17). Das Alter der Frauen betrug im Durchschnitt 54,6 Jahre und reichte von 42 bis 

69 Jahren (siehe Tabelle 9.1). Zur Vermeidung einer raschen Degeneration der HF, war 

eine hohe Probenqualität erforderlich. Es wurden nur Resektate weiterverarbeitet, die 

folgende Kriterien erfüllten: 

1) Ununterbrochener Transport in William’s E Medium bei 4 °C, 

2) Leuchtendrote Farbe des William’s E Mediums bei Ankunft im Labor (Der 

Farbumschlag des enthaltenden pH-Indikators Phenolrot deutet auf eine 

Degradation des Biomaterials während des Transportes hin.), 

3) Unversehrtheit der Probe (Hautstruktur makroskopisch intakt), 

4) Ankunft und Weiterverarbeitung innerhalb von 24 Stunden nach der Operation. 

 

 

2.2.2 Gewebe für Positivkontrollen 

Humane Gewebe von Tonsille, Plazenta, Hypophyse und Dünndarm wurden vom Institut 

für Pathologie des Universitätsklinikum Schleswig-Holstein Campus Lübeck mit 

Genehmigung der Ethikkomission der Universität zu Lübeck bereitgestellt, Ethikantrag 06-

109 vom 18.07.2006 (siehe Kapitel 9.1.2). Die Proben wurden zur Qualitätskontrolle und 

Etablierung der Immunfluoreszenzfärbungen verwendet. Für Kontrollproben humaner 

behaarter Vollhaut wurden die Resektate aus Tabelle 9.1 verwendet. 
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2.3 Isolierung und Kultivierung der Haarfollikel 

2.3.1 Mikrodissektion der Anagen VI Haarfollikel 

HF-Mikrodissektion bezeichnet das Herauslösen von HF aus Vollhaut nach horizontaler 

Durchtrennung der Dermis. Die Methode wurde von Philpott et al. erstbeschrieben 

(Philpott et al., 1990). Der aktuelle Standard wurde von Langan et al. publiziert (Langan et 

al., 2015). Im Anschluss an die Mikrodissektion erfolgte die stereomikroskopische 

Qualitätskontrolle der isolierten HF (siehe Abbildung 2.2). Für die Kultivierung wurden nur 

unbeschädigte, pigmentierte HF in der späten Anagenphase (Alam et al., 2018), ohne 

extrafollikuläre Gewebereste und mit vollständig erhaltener CTS verwendet (siehe 

Abbildung 2.2.C). 

 

Abbildung 2.2 Stereomikroskopische Qualitätskontrolle mikrodissezierter Haarfollikel.  

Die Haarfollikel wurden auf sichtbare Beschädigung (A) und ausreichende Trennung von 
der Subkutis oder sonstigen Anhangsgeweben geprüft (B). Im Anschluss wurden die 
Haarfollikel nach ihrer morphologischen Haarzyklusphase selektiert (C-E). In Abbildung C 
markieren die Hilfslinien die äußere Grenze des bulbären Epithels. 

 

 

2.3.2 Kultivierung der Haarfollikel 

Kultivierung und Inkubation der mikrodissezierten HF (siehe Abbildung 2.3) erfolgte nach 

den aktuellen wissenschaftlichen Standards (Langan et al., 2015) anhand von drei 

Protokollen (siehe Tabelle 2.1).  

A B C D E 

Späte 
Anagenphase 

Frühe  
Katagenphase 

Mittlere 
Katgenphase 
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Abbildung 2.3 Kultivierung mikrodissezierter Haarfollikel.  

Nach Überführung von 3 Haarfollikeln pro Well in eine 24-Well Titerplatte (A) wurden die 
Haarfollikel bei 37°C im 5%/95% Kohlenstoffdioxid/Luftgemisch inkubiert (B). 

 

Tabelle 2.1 Übersicht der verwendeten Kulturprotokolle.  

Die kultivierten Haarfolikel wurden für die Echtzeit quantitative Polymerase-
Kettenreaktion (Protokoll A), Immunfluoreszenzfärbungen (Protokoll B) oder die 
Untersuchung des Haarwachstums verwendet (Protokoll C). Der Behandlungsgruppe 
wurde 0,3 µmol/L vasoaktives intestinales Peptid (VIP) über das Kulturmedium zugesetzt. 
Die Kontrollgruppe wurde dabei mit Kulturmedium inkubiert, dem das Lösungsmittel des 
VIP zugesetzt war. Länge: Messung der Haarfollikellänge. 

 

 

 
 
A 

0 Stunden 6 Stunden   

Mikrodissektion 
und Behandlung 

Einbettung   

     

 
 

B 

0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden 

Mikrodissektion 
und Länge 

Länge und 
Behandlung 

Ruhe Länge und 
Einbettung 

     

 
 

C 

0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden 

Mikrodissektion 
und Länge 

Länge und 
Behandlung 

Ruhe Länge und 
Behandlung 

 96 Stunden 120 Stunden 144 Stunden 168 Stunden 

Ruhe Länge und 

Behandlung 

Ruhe Länge und 
Einbettung 

A B 
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2.3.3 Messung des Haarwachstums 

Haarwachstum beinhaltet die Verlängerung von ORS, IRS und HS (Miranda et al., 2018). 

Die Messungen erfolgten nach den etablierten Standards (Langan et al., 2015) 

entsprechend der Protokolle (siehe Abbildung 2.4 und Tabelle 2.1).  

 

Abbildung 2.4 Darstellung des Haarwachstums.  

Die Haarfollikellänge beschreibt den Abstand zwischen dem proximalem Haarbulbus und 
dem distalen Ende des Haarschaftes (a). Während der Kultivierung verlängerte sich der 
Haarfollikel (b). Originalvergrößerung 400-fach. CTS: Follikuläre Bindegewebsscheide; 
DP: Dermale Papille; HS: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide; M: Haarmatrix; 
ORS: Äußere Wurzelscheide. 

 

 

2.3.4 Fixierung und Einbettung der Haarfollikel 

Bei geplanter Einbettung in Paraffin wurden die HF in 4 % Paraformaldehyd in 

destilliertem Wasser (Aqua dest.) überführt und mindestens eine Stunde fixiert (siehe 

Abbildung 2.5.A-C). Die chemische Einbettung erfolgte maschinell über Nacht durch die 

dermatohistopathologische Abteilung der Klinik für Dermatologie, Allergologie und 

Venerologie des UKSH Campus Lübeck (Bertolini, 2014). 

Bei der mechanischen Einbettung wurden die Proben in einem stählernen Wännchen 

ausgerichtet, mit 60 °C heißem Paraffin übergossen, mit der Einbettkassette bedeckt, bei  

-10 °C ausgehärtet (siehe Abbildung 2.5.D) und bei Raumtemperatur (RT) gelagert. 

a 

b 

DP ORS IRS CTS HS M 
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Abbildung 2.5 Methode der Formaldehydfixierung und Paraffineinbettung.  

Ein Haarfollikel wurden aus einem Well (A) in eine Einbettungskassette (B) überführt und 
in 4 % Paraformaldehydlösung fixiert (C). Am Ende der Einbettung befand sich der 
Haarfollikel in einem Paraffinblock (D). 

 

Bei der Kryofixierung wurden die drei HF eines Wells schockgefroren und anschließend 

bei -80 °C gelagert. War eine RT-qPCR geplant, wurden Ribonuklease freie 

Reaktionsgefäße verwendet (Bertolini, 2014). 

 

 

2.3.5 Vorbereitung der eingebetteten Proben 

Die Paraffinblöcke wurden mit einem handelsüblichen Tiefkühlgerät auf -20 °C abgekühlt 

und mit einem Leica RM 2255 Mikrotom und 4 µm Schnittdicke geschnitten. Die 

Rehdydratisierung paraffinierter Gewebeschnitte erfolgte über Xylol und eine 

absteigende Alkoholreihe. Die Antigendemaskierung erfolgte je nach Protokoll durch 

Erhitzen in Natriumcitrat-Puffer (pH 6,1) oder Tris-EDTA-Puffer (pH 9,0) über 20 min in 

einer handelsüblichen Mikrowelle (Bertolini, 2014).  

Kryofixierte, in Cryomatrix eingebettete, HF-Triplets wurden mit einem Leica 3500-

Kryostat und 7 µm Schnittdicke geschnitten. Nach dem Trocknen der Gewebeschnitte 

über 10 min bei RT, erfolgte je nach Protokoll die Fixierung in Aceton für 10 min bei-20 °C, 

in Methanol-Aceton-Lösung (1:1) für 10 min bei -20 °C oder in 1 % Paraformaldehyd in 

Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) für 10 min bei RT. Auf die Fixierung mit 

1 % Paraformaldehyd in PBS folgte eine Postfixierung mit Ethanol-Eisessig-Lösung (2:1) 

über 5 min bei -20 °C. 

A B C D 
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Für die Waschschritte wurden Tris-gepufferte Salzlösung (TBS), PBS oder Tris-

Natriumchlorid-Tween Puffer (TNT) verwendet. Die Inkubatiosschritte fanden in feuchten 

Objektträgerkammern oder Färbekästen nach Hellendahl und Hecht statt (siehe 

Abbildung 2.6). 

 

Abbildung 2.6 Material für Waschschritte und Inkubationsschritte.  

Feuchte Objektträgerkammern (A) wurden für Wasch- und Inkubationsschritte 
verwendet. Färbekästen nach Hellendahl und Hecht (B) wurden für die Inkubation 
verwendet, wenn kleine Volumina auf die Objektträger pipettiert werden mussten.  

 

 

2.4 Histochemische Färbung 

2.4.1 Fontana-Masson-Färbung 

Die Fontana-Masson-Färbung stellt argentaffine Moleküle dar (Barbosa et al., 1984). Sie 

wurde zur Bestimmung von Melaningehalt und Haarzyklusphase verwendet.  

Die Vorbereitung der Gewebeschnitte erfolgte wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben. Für die 

Rehydratisierung paraffinerter HF wurde Natriumcitrat-Puffer verwendet. Die Fixierung 

kryofixierter HF-Triplets erfolgte mit 1 % Paraformaldehyd in PBS und Ethanol-Eisessig-

Lösung (Bertolini, 2014). Die Inkubation in 10 %iger ammoniakalischer Silbernitratlösung 

unter Lichtabschluss im Inkubator sättigte die Gewebe mit Silberionen auf. Durch Zugabe 

von Natriumthiosulfat erfolgten Reduktion und Ausfällung der Silberionen (Klöpper et al., 

2010).  

  

A B 
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2.5 Immunfluoreszenz- und immunhistochemische Färbungen 

2.5.1 Primärantikörper und Sekundärantikörper 

Tabelle 2.2 Übersicht der verwendeten Primärantikörper.  

Hersteller: Abcam (Cambridge, Großbritannien); DAKO (Glostrup, Dänemark); EMD 
Millipore (Billerica, Vereinigte Staaten von Amerika); Novus Biologicals (Wiesbaden, 
Deutschland); Progen Biotechnik (Heidelberg, Deutschland); Sanbio Monosan, (Uden, 
Niederlande). pAb: Polyklonaler Antikörper. 

Ziel-
antigen 

Herkunft Klon Verdün-
nung 

Hersteller Katalog-
nummer 

Referenz 

CK15 Maus LHK15 1:100 EMD 
Millipore 

CBL272 Ramot et al., 
2015 

CK19 Maus Ks19.1 
(A53-B/A2) 

1:200 Progen 
Biotechnik 

61010 Ramot et al., 
2015 

c-Kit Hase pAb 1:400 DAKO A4502 Peters et al., 
2007; Bertolini 
et al., 2014 

gp100  Maus NKI/beteb 1:200 Sanbio 
Monosan 

MON7006 Hachiya et al., 
2009; Samuelov 
et al., 2013 

Ki-67 Maus MIB-1 1:20 DAKO M7240 Cattoretti et al., 
1992; Langan et 
al., 2015 

MITF Maus D5 1:25 DAKO M3621 Samuelov et al., 
2013 

VIP Hase pAb 1:50 Abcam ab8556 Samarasinghe 
et al., 2010; El-
Shazly et al., 
2013 

VPAC1 Hase pAb 1:200 Novus 
Biologicals 

NBP1-
89640 

Keine Referenz 
vorhanden. 

VPAC2 Hase pAb 1:100 Abcam ab28624 Kulka et al., 
2008 

 

Tabelle 2.3 Übersicht der verwendeten Sekundärantikörper.  

Hersteller: Beckmann Coulter (Krefeld, Deutschland); Jackson Immunoresearch 
Laboratories (West Grove, Vereinigte Staaten von Amerika); Invitrogen (Karlsruhe, 
Deutschland). JIR: Jackson Immunoresearch Laboratories.  

Antikörper Konjugation Verdün-
nung 

Hersteller Katalog-
nummer 

Referenz 

Ziege anti-
Hase 

Biotin 1:200 JIR 111-065-045 Peters et al., 2007 

Ziege anti-
Hase 

Alexa Fluor 488 1:400 Invitrogen A-11008 
 

Hardman et al., 
2015 

Ziege anti-
Maus 

Alexa Fluor 488 1:400 Invitrogen A-11001 Mo et al., 2016; 
Sun et al., 2017 
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Ziege anti-
Maus 

Alexa Fluor 546 1:400 Invitrogen A-11030 Murayama et al., 
2015; Sun et al., 
2017 

Ziege anti-
Maus 

Biotin 1:200 Beckmann 
Coulter 

PNIM 0816 Peters et al., 2007 

Ziege anti-
Maus 

Rhodamin 1:200 JIR 115-295-062 Van Beek, 2010 

 

 

2.5.2 Immunfluoreszenzfärbungen 

Die Antigenvisualisierung erfolgte durch die Methode der indirekten 

Immunfluoreszenzfärbung (IF) (Bertolini et al., 2014; Langan et al., 2015; Ramot et al., 

2015) oder die Tyramid Signal Amplifikationsmethode (TSA) (Samuelov et al., 2013; 

Bertolini et al., 2016b). Bei geplanter Darstellung von zwei Zielantigenen wurden die 

Zielantigene auf der gleichen Gewebeprobe nacheinander gefärbt (siehe Tabelle 2.4). 

 

Tabelle 2.4 Übersicht der verwendeten Immunfluoreszenzfärbungen.  

CK: Zytokeratin; c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; IF: Immunfluoreszenzfärbung; 
MITF: Mikroophthalmie-assozierter Transkriptionsfaktor; 1 % PFH: 1 % Paraformaldehyd 
in Phosphat-gepufferter Salzlösung; TSA: Tyramid Signal Amplifikationsmethode; 
TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate nick end 
labelling; VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2. 

Antigen Demaskierung/Fixierung 1. Detektionssystem 2. Detektionssystem 

CK15/CK19 Tris-EDTA Puffer TSA TSA 

c-Kit/gp100 Tris-EDTA Puffer TSA Indirekte IF (Alexa 
Fluor 488) 

Ki-67/c-Kit Natrium-Citrat Puffer Indirekte IF (Alexa 
Fluor 546)  

Indirekte IF (Alexa 
Fluor 488) 

Ki-67/TUNEL Natrium-Citrat Puffer 
(paraffiniert) oder 
1 % PFH (kryofixiert) 

Indirekte IF 
(Rhodamin) 

ApopTag Fluorescein 
in situ Apoptosis 
Detection Kit 

MITF Aceton Indirekte IF 
(Alexa Fluor 488) 

- 

Tyrosinase-
aktivität 

Methanol/Aceton  TSA mit 
Chromogen Cy3 

- 

VPAC1/ 
VPAC2 

Tris-EDTA Puffer TSA Indirekte IF (Alexa 
Fluor 488) 

 



MATERIAL UND METHODEN 

 

 26 

Die Inkubation der Gewebeproben mit 10 % Ziegennormalserum führt zur Blockierung 

unspezifischer Proteinbindungen. Die Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgte über 

Nacht bei 4 °C. Die Inkubation mit dem gegen die Spezies des Primärantikörpers 

gerichteten Immunglobulin G-Sekundärantikörpers erfolgte über 45 min bei RT (Bertolini, 

2014). Die Sekundärantikörper waren gekoppelt mit Rhodamin, Alexa Fluor 488 oder 

Alexa Fluor 546. In Tabelle 2.2 und Tabelle 2.3 sind alle für die Datenerhebung 

verwendeten Primärantikörper und Sekundärantikörper aufgelistet.  

Nach Applikation des ersten Detektionssystems erfolgten alle weiteren Schritte unter 

Lichtabschluss. Zur Gegenfärbung wurde 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) verwendet, 

das sich in doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure (DNS) einlagert und nach Anregung 

blaues Licht emittiert (λ=461 nm).  

 

 

2.5.3 Tyramid Signal Amplifikationsmethode 

Die TSA wurde mit dem „TSA Fluorescein System“ und dem „TSA Tetramethylrhodamine 

System“ durchgeführt (Sugawara et al., 2013; Ramot et al., 2015). 

Zur Vorbereitung der Inkubation mit dem Primärantikörper wurden die endogenen 

Peroxidasen durch Inkubation mit 3 % Wassserstoffperoxid aufgesättigt, die endogenen 

Bindungsstellen für Avidin und Biotin durch Inkubation mit den jeweiligen Substanzen 

blockiert und unspezifische Proteinbindungen mit 10 % Albumin aus Rinderserum 

blockiert (Bertolini, 2014).  

Auf die Inkubation mit dem Primärantikörper und dem biotinylierten Sekundärantikörper 

(siehe Kapitel 2.5.2 und Tabelle 2.3) folgte die Applikation des Detektionssystems, einer 

an Streptavidin gekoppelte Meerrettichperoxidase. Durch die entstehende nicht-

kovalente Bindung zwischen Biotin und Streptavidin wurde das Enzym am 

Sekundärantikörper fixiert. Es folgte die Zugabe des Amplifikationsreagenz. Dieses 

enthielt Tyramid, das an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte war. Die 

Meerrettichperoxidase katalysierte die Bildung von Tyramidradikalen. Diese bindeten 

zusammen mit den gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen kovalent an Tyrosinresten 
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oberflächlicher Proteine in direkter Umgebung der Meerrettichperoxidase (Wang et al., 

1999; Faget und Hnasko, 2015). 

 

2.5.4 Tyrosinaseaktivität 

Für die Darstellung der Tyrosinaseaktivität wird die TSA so modifiziert, dass die 

enzymatische Aktivität der endogenen Tyrosinase den biotinylierten Sekundärantikörper 

ersetzt (Han et al., 2002; Hardman et al., 2015). Die Tyrosianseaktivität ist direkt 

proportional zur Immunreaktivität ihrer angefärbten Reaktionsprodukte. Sie bildet die 

Pigmentbildung des HF besser ab als die Immunreaktivität der Tyrosinase selbst (Tobin, 

2011).  

Die Vorbereitung ist identisch mit der TSA (siehe Kapitel 2.5.3). Es werden keine 

Antikörper benötigt. Die Gewebeproben wurden nach der Vorbereitung mit der 

biotinylierten TSA-Reagenz des „TSA Tetramethylrhodamine Systems“ inkubiert. Die 

endogene Tyrosinase katalysiert die Radikalbildung des biotinylierten Tyramids. Die 

Tyramidradikale bindeten an oberflächliche endogene Proteine in direkter Umgebung der 

Tyrosinase (Han et al., 2002). Die Visualisierung erfolgt durch Zugabe von Streptavidin-

Cy3, welches über das Streptavidin an den Biotinrest des Tyramids bindete. Cy3 ist ein 

Fluoreszenzfarbstoff. 

 

 

2.5.5 Visualisierung von Proliferation und Apoptose 

Die Darstellung proliferierender und apoptotischer Zellen erfolgte mittels Ki-67/TUNEL IF 

(Klöpper et al., 2013b; Langan et al., 2015; Oh et al., 2016). Ki-67 ist ein nukleäres Protein, 

das während der Mitose auf der chromosomalen Oberfläche lokalisiert ist (Scholzen und 

Gerdes, 2000) und die sichere Darstellung der Wachstumsfraktion einer Zellpopulation 

erlaubt (Cattoretti et al., 1992; Scholzen und Gerdes, 2000). Die Darstellung von Ki-67 

erfolgte mittels IF (siehe Kapitel 2.5.2). 

TUNEL steht für terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate nick end 

labelling und wird nachfolgend so abgekürzt. Bei der TUNEL Methode werden mit 
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Digoxigenin konjugierte Desoxyuridintriphosphatmoleküle durch die terminal 

deoxynucleotidyl transferase an freie 3‘ OH-Enden von DNS-Bruchstücken gebunden, 

sodass digoxigenierte DNS entsteht. Für die TUNEL Methode wurde das „ApopTag 

Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit“ verwendet (Klöpper et al., 2010; Langan et 

al., 2015).  

 

 

2.5.6 Immunhistochemische Färbungen 

Immunhistochemische Färbungen wurden zur Darstellung von Expressionsmustern und 

zur Etablierung neuer Färbungen eingesetzt (siehe Tabelle 2.5). Es wurde die Avidin-

Biotin-Komplex Methode mit Meerrettichperoxidase und den Chromogenen 3,3’-

Diaminobenzidin (DAB) oder 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) verwendet (Schacht und 

Kern, 2015). 

Tabelle 2.5 Übersicht der verwendeten immunhistochemischen Färbungen.  
AEC: 3-Amino-9-Ethylcarbazol; c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; DAB: 3,3’-
Diaminobenzidin; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid; VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2. 

Antigen Antigendemaskierung Detektionssystem Substrat 

c-Kit Natrium-Citrat Puffer Avidin-Biotin-Komplex Peroxidase DAB 

VIP Natrium-Citrat Puffer Avidin-Biotin-Komplex Peroxidase AEC 

VPAC1 Natrium-Citrat Puffer Avidin-Biotin-Komplex Peroxidase DAB  

VPAC2 Natrium-Citrat Puffer Avidin-Biotin-Komplex Peroxidase DAB  

 

Zur Vorbereitung der Inkubation mit dem Primärantikörper wurden die endogenen 

Peroxidasen, die endogenen Bindungsstellen für Avidin und Biotin und unspezifsche 

Proteinbindungen aufgesättigt, wie in Kapitel 2.5.3. beschrieben. Der Primärantikörper 

inkubierte über Nacht bei 4 °C. Der biotinylierte Sekundärantikörper inkubierte über 

45 min bei RT. Zur Detektion dienten das „DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit“ oder das 

„AEC Peroxidase (HRP) Substrate Kit“. Das Prinzip der Avidin-Biotin-Bindung ist in 

Kapitel 2.5.3 beschrieben worden. Als chromogene Substrate wurden AEC oder DAB 

verwendet. Die Farbentwicklung benötigte 3-15 min, wurde unter dem Mikroskop 

verfolgt und durch einen Waschschritt beendet.  
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2.6 Positiv- und Negativkontrollen 

Positiv- und Negativkontrollen dienten zur Überprüfung der Qualität und Durchführung 

von Antikörperfärbungen. Als Positivkontrollen dienten Gewebe beziehungsweise 

Zellpopulationen, welche das Zielantigen exprimierten (siehe Tabelle 2.6). Als 

Negativkontrolle diente eine separate Gewebeprobe, die nicht mit dem Primärantikörper, 

sondern nur mit seinem Lösungsmittel inkubiert wurde. Die Kontrolle des 

Sekundärantikörpers auf unspezifische Bindung erfolgte durch Inkubation eines weiteren 

Gewebeschnittes mit dem Lösungsmittel des Sekundärantikörpers. 

Tabelle 2.6 Übersicht der verwendeten Positivkontrollen.  

CTS: Follikuläre Bindegewebsscheide; Kryo: Kryofixiert. 

Antigen Einbettung/Fixierung Positivkontrolle Referenz 

CK15 Paraffin Epidermale und follikuläre 
Keratinozyten 

Moll et al., 2008; Ramot 
et al., 2015 

CK19 Paraffin Epidermale und follikuläre 
Keratinozyten 

Moll et al., 2008; Ramot 
et al., 2015 

c-Kit Paraffin Epidermale und follikuläre 
Melanozyten 

Samuelov et al., 2013 

gp100 Paraffin Epidermale und follikuläre 
melanotische Melanozyten 

Gáspár et al., 2011 

Ki-67 Kryo, Paraffin Epidermale Keratinozyten Cattoretti et al., 1992; 
Langan et al., 2015 

Melanin Kryo, Paraffin Epidermale und follikuläre 
melanotische Melanozyten 

Samuelov et al., 2013 

MITF Kryo Epidermale und follikuläre 
Melanozyten 

Nishimura et al., 2005; 
Gáspár et al., 2011 

TUNEL Kryo, Paraffin Follikuläre Keratinozyten 
und Fibroblasten der CTS 

Klöpper et al., 2010; 
Ramot et al., 2015 

Tyrosinase-
aktivität 

Kryo Epidermale und follikuläre 
Melanozyten 

Han et al., 2002 

VIP Paraffin Rachenmandel Odum et al., 1998; 
Bronzetti et al., 2006 

VPAC1 Paraffin Jejunale Mukosa und 
myenterische Ganglienzellen 

Schulz et al., 2004 

VPAC2 Paraffin Jejunale mukosale 
neuroendokrine Zellen und 
glatte Gefäßmuskulatur 

Fischer et al., 2001; 
Schulz et al., 2004 
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2.7 Mikroskopie 

Das Stereomikroskop mit Messokular (+/- 50 µm) Zeiss Stemi 2000-C wurde zur HF-

Isolierung und zur Messung des Haarwachstums verwendet. Mit einem Krüss 

Monokularmikroskop wurde die Farbentwicklung der Chromogene während der 

immunhistochemischen Färbunge beobachtet. Das Mikroskop Keyence Biozero-8000 mit 

der Software „Biozero Image Observer“ und „Biozero Image Analyzer“, jeweils Version 

2.5, wurde für die Lichtmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie verwendet. 

 

 

2.8 Semiquantitative (Immun-) Histomorphometrie 

2.8.1 Prinzipien 

Die Auswertung erfolgte an Aufnahmen mit 200-facher Vergrößerung. Die 

semiquantitative (Immun-) Histomorphometrie wurde mit ImageJ 1.40 g durchgeführt. 

Bei der Messung der Immunreaktivität (IR) wurden RGB-Werte bestimmt, deren Einheit 

RGB-Wert/px² ist. Bei vorwiegend disseminiertem Expressionsmuster wurde die IR 

gemessen und bei Expression in Einzelzellen wurde die absolute Zellzahl bestimmt. Die 

statistischen Berechnungen wurden mit Microsoft Excel 2010 und GraphPad PRISM 4.02 

durchgeführt (Bertolini et al., 2016b; Alam et al., 2019). 

 

 

2.8.2 Bestimmung der Haarzyklusphasen 

Die Haarzyklusphasen wurden anhand morphologischer und histochemischer Merkmale 

bestimmt (Klöpper et al., 2010; Oh et al., 2016). Die verwendeten Parameter sind in 

Tabelle 2.7 aufgelistet und in Abbildung 2.7 visualisiert. 
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Tabelle 2.7 Verwendete Kriterien zur Bestimmung der Haarzyklusphasen.  

DAPI: 4‘,6-Diamidin-2-Phenylindol. Modifziert aus Klöpper et al., 2010 Tabelle 1. 

 Marker Anagen VI Phase Frühe Katagenphase Abbildung 

1. Qualitative morphologische Parameter 

1.1 Dermale Papille Zwiebelförmig Ovaler A1, B1 

1.2 Haarmatrix Großer Durchmesser, 
Zelldichte hoch 

Schmaler, gestreckter, 
Zelldichte geringer 

A1, B1 

1.3 Haarmatrix Melaningehalt hoch, 
Melanin auch proximal 
der Auberschen Linie, 
keine Melaninklumpen 

Melaningehalt 
geringer, Betonung 
der präkortikalen 
Matrix, Melanin-
klumpen 

A1, B1 

2. Quantitative morphometrische Parameter 

2.1 Anteil der Ki-67+ 
Zellen 

Hoch Niedriger A1, B1 

2.2 Melaningehalt 
der Haarmatrix 

Hoch Niedriger A2, B2 

2.3 Anzahl der 
gp100+ Zellen 

Hoch Niedriger A3, B3 
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Abbildung 2.7 Vergleich von Anagen VI Phase und früher Katagenphase.  

Repräsentative Aufnahmen. Originalvergrößerung 200-fach. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase 
Kit; DAPI: 4‘, 6-Diamidin-2-Phenylindol; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase 
deoxyuridine triphosphate nick end labelling.  
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Zur quantitativen Auswertung der Haarzyklusphasen wurde der etablierte Haarzyklus-

Score (HCS) verwendet (Müller-Röver et al., 2001; Klöpper et al., 2013b; Langan et al., 

2013; Oh et al., 2016). Dabei wird jeder Haarzyklusphase ein Wert der 

Menge Z zugeordnet (Z ∈ 100, 200, 300, 400). 

Tabelle 2.8 Werte des Haarzyklus-Scores.  

Haarzyklusphase Wert des Haarzyklus-Scores Z 

Späte Anagenphase 100 

Frühe Katagenphase 200 

Mittlere Katagenphase 300 

Späte Katagenphase 400 

 

 

2.8.3 Referenzareale 

2.8.3.1 Bulbäre Referenzareale 

Die zur Beantwortung der spezifischen Fragestellungen relevanten bulbären 

Zellpopulationen waren Matrixkeratinozyten, melanotische Melanozyten, melanozytäre 

Vorläuferzellen und mesenchymalen Zellen der DP. Als proximale Grenze des Bulbus 

wurde die fünfte Zelllinie proximal der DP definiert. Die Aubersche Linie (AL) ist der 

weiteste Transversaldurchmesser des Bulbus in der zweidimensionalen Abbildung (Stenn 

und Paus, 2001). Proximal der AL befindet sich der größte Anteil proliferierender 

Matrixkeratinozyten (siehe Abbildung 2.8.A), weshalb dieses Referenzareal zur Evaluation 

der matrixkeratinozytären Parameter verwendet wurde (Klöpper et al., 2013a; Langan et 

al., 2013). 
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Abbildung 2.8 Bulbäre Referenzareale.  

Anhand der Auberschen Linie wird der Haarbulbus in ein proximales (A) und distales 
Referenzareal (B) unterteilt. Fontana-Masson-Färbung. Originalvergrößerung 400-fach. 
AL: Aubersche Linie; CTS: Follikuläre Bindegewebsscheide; IRS: Innere Wurzelscheide; 
M: Haarmatrix; PZ: Pigmentbildende Zone; ORS: Äußere Wurzelscheide; ZL: Zelllinie.  

 

Die pigmentbildende Zone beherbergt differenzierte, melanotische Melanozyten und 

befindet sich distal der AL (siehe Abbildung 2.8.B). Die publizierten Referenzareale zur 

Evaluation der pigmentbildenden Zone unterscheiden sich in Form oder Größe (Gáspár et 

al., 2011; Samuelov et al., 2013; Hardman et al., 2015). Melanozytäre Vorläuferzellen 

befinden sich im proximalen Bulbus und in der bulbären ORS (siehe Abbildung 1.6). Seit 

der Erstbeschreibung melanozytärer Subpopulationen im proximalen HF (Horikawa et al., 

1996; Tobin und Bystryn, 1996), wurden nur qualitative Expressionsanalysen zur 

Charakterisierung dieser Zellen durchgeführt (Kauser et al., 2004; Kauser et al., 2005; 

Kauser et al., 2006). In dieser Studie erfolgte erstmals die quantitative Evaluation der 

bulbären melanozytären Subpopulationen in situ. Dazu wurde der Bulbus wie bei der 

Auswertung der Matrixkeratinozyten unterteilt (siehe Abbildung 2.8). Das Referenzareal 

proximal der AL sollte die melanozytären Vorläuferzellen repräsentieren und das 

Referenzareal distal der AL die differenzierten Melanozyten.  

 

AL 

A 

5. ZL 

CTS 

ORS 

IRS

M 

PZ 

B 



MATERIAL UND METHODEN 

 

 34 

2.8.3.2 Referenzareale des suprabulbären Haarfollikels 

Die publizierten Referenzareale der suprabulbären ORS und IRS unterscheiden sich in 

ihrer Größe und Form (Van Beek et al., 2008; Ramot et al., 2013; Fischer et al., 2014). Das 

verwendete Referenzareal der suprabulbären ORS (siehe Abbildung 2.9.A) repräsentierte 

keratinozytäre Vorläufzellen. Im verwendeten Referenzareal der suprabulbären IRS (siehe 

Abbildung 2.9.B) befinden sich terminal differenzierte, nicht proliferierende 

Keratinozyten. 

 

Abbildung 2.9 Suprabulbäre Referenzareale.  

Im suprabulbären Haarfollikel wurden die äußere und innere Wurzelscheide evaluiert. Die 
Referenzareale beinhalten jeweils beide Seiten des Haarfollikels und wurden an die 
individuelle Anatomie angepasst. Die Abbildungen wurden aus je 4 Einzelaufnahmen 
zusammengesetzt. Fontana-Masson-Färbung. Originalvergrößerung 400-fach. 
CTS: Follikuläre Bindegewebsscheide; HS: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide; 
MiF: Mikroskopisches Feld; ORS: Äußere Wurzelscheide.   
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2.8.3.3 Mesenchymale Referenzareale 

Die DP ist wie die CTS mesenchymalen Ursprungs. Sie spielt eine zentrale Rolle in der 

Steuerung von Wachstum und Differenzierung des Haarfollikels (Morgan, 2014; Plikus 

und Chuong, 2014). (siehe Abbildung 2.10). 

 

Abbildung 2.10 Das mesenchymale Referenzareal.  

Das Referenzareal wurde an die individuelle Anatomie der dermalen Papille angepasst. 
Fontana-Masson-Färbung. Originalvergrößerung 400-fach. CTS: Follikuläre Bindegewebs-
scheide; DP: Dermale Papille. 

 

 

2.8.4 Beurteilung der VIP-Rezeptoren 

Die kutane Signaltransduktion des VIP erfolgt über die VIP-Rezeptoren 1 und 2 (Fischer et 

al., 2001; Kakurai et al., 2001). Aufgrund der deutlich geringeren Affinität von VIP zu PAC1 

(siehe Kapitel 1.3.1), wurde auf die Analyse des PAC1 verzichtet. Das Expressionsmuster 

der VIP-Rezeptoren wurde in qualitativ (siehe Abbildung 3.3) und quantitativ in allen 

Referenzarealen (siehe Abbildung 3.4) ausgewertet. Der direkte Vergleich der VIP-

Rezeptoren erfolgte mittels Normierung zum Referenzareal mit der höchsten IR (siehe 

Abbildung 3.5). 

 

 

CTS 

 

DP 
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2.8.5 Beurteilung von Proliferation und Apoptose 

Die Beurteilung von Proliferation und Apoptose der Matrixkeratinozyten erfolgte mittels 

Ki-67/TUNEL Doppel-IF, entsprechend den publizierten Standards (Langan et al., 2015; 

Alam et al., 2019). Proliferationsrate und Apoptoserate wurden nur innerhalb der Anagen 

VI Phase bestimmt, da die Unterschiede zwischen den Haarzyklusphasen hinreichend 

bekannt sind (Langan et al., 2015; Oh et al., 2016). Proliferationsrate und Apoptoserate 

wurden als Anteil von Ki-67+ Zellen beziehungsweise TUNEL+ Zellen an der Gesamtzahl 

der Zellen (DAPI+ Zellen) definiert. Die Zellzahlen wurden im Referenzareal proximal der 

AL ermittelt (siehe Abbildung 2.8.A) und bei Detektion von TUNEL+ Zellen auch auf das 

Referenzareal distal der AL ausgeweitet (siehe Abbildung 2.8.B). Anzumerken ist, dass 

durch die Ki-67 IF auch proliferierende Melanozyten markiert wurden. Die Anzahl 

derselbigen ist jedoch im Vergleich zur Anzahl der proliferierenden Matrixkeratinozyten 

sehr gering, sodass sie bei der Auswertung vernachlässigt wurden. 

 

 

2.8.6 Beurteilung suprabulbärer keratinozytärer Vorläuferzellen 

Zur Visualisierung der keratinozytären Vorläuferzellen in der suprabulbären ORS wurden 

die Zytokeratine (CK) 15 und 19 verwendet. CK sind Intermediärfilamente, die sich im 

Zellplasma befinden, Bestandteil des epithelialen Zellgerüstes sind und beispielsweise 

intrazelluläre Signalwege oder Zelldifferenzierung regulieren (Moll et al., 2008). Die 

Verteilung CK15 und CK19 ist bekannt, die markierten Zellen haben 

Stammzelleigenschaften (Commo et al., 2000; Ohyama et al., 2006; Tiede et al., 2007) 

und ihre Verwendung zur Evaluation von Stammzellen beziehungsweise Vorläuferzellen 

ist etabliert (Ramot et al., 2011; Ramot et al., 2013; Fischer et al., 2014). Zur 

Quantifizierung wurde die IR in den Referenzarealen des Bulbus und der suprabulbären 

ORS bestimmt (siehe Abbildung 2.8 und Abbildung 2.9.A).  
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2.8.7 Beurteilung der Melanogenese 

Zur Evaluation der follikulären Melanogense wurden die folgenden Parameter verwendet 

(Gáspár et al., 2011; Samuelov et al., 2013; Hardman et al., 2015):  

 der Melaningehalt, dem Endprodukt der Melanogenese, 

 die Aktivität der Tyrosinase, dem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der 

Melanogenese  

 das Glykoprotein 100 (gp100), ein prämelanosomales Strukturprotein, das in 

melanotischen Melanozyten exprimiert wird (Marks und Seabra, 2001; Singh et 

al., 2008) 

 und der zentrale Transkriptionsfaktor MITF, als Regulator zentraler Gene.  

Der Melaningehalt wurde nach den aktuellen Standards bestimmt (Klöpper et al., 2010; 

Hardman et al., 2015). In acht bit schwarz-weiß Aufnahmen der Fontana-Masson-Färbung 

wurde die Färbungsintensität in rechteckigen Referenzarealen bestimmt, welche die DP 

distal der AL tangieren. In den Katagenphasen wurde ein drittes Referenzareal ergänzt, 

welches sich senkrecht zur follikulären Längsachse am distalen Ende der DP befand (siehe 

Abbildung 2.11).  

 

Abbildung 2.11 Referenzareale zur Auswertung der Fontana-Masson-Färbung.  

Die Färbungsintensität wurde in der Anagen VI Phase in 2 (A) und in einer 
Katagenphase in 3 (B) rechteckigen Referenzarealen bestimmt. Fontana-Masson-Färbung. 
Originalvergrößerung 400-fach. PZ: Pigmentbildende Zone. 
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Tyrosinase exprimierende Zellen befinden sich nicht ausschließlich distal der AL, sondern 

vereinzelt auch proximal. Es wurden Referenzareale verschiedener Größe publiziert, die 

meist nur einen Teil der melanotischen Melanozyten einbeziehen (Gáspár et al., 2011; 

Hardman et al., 2015). In dieser Studie lag der Fokus auf allen bulbären melanozytären 

Zellen, sodass die Immunreaktivität der Tyrosinaseaktivität im gesamten Bulbus bestimmt 

wurde. Die Unterteilung entlang der AL wurde nicht durchgeführt, da die Tyrosinase 

ausschließlich in melanotischen Melanozyten exprimiert wird (siehe Tabelle 1.3).  

 

Für die Evaluation von gp100 und MITF existieren keine etablierten Standards. Publiziert 

wurden sowohl die Bestimmung der Immunreaktivität als auch der Zellzahl (Gáspár et al., 

2011; Samuelov et al., 2013; Hardman et al., 2015). Aufgrund des fokalen 

Expressionsmuster und der relativ geringen Anzahl positiver Zellen, wurde die 

Bestimmung der Zellzahl in den bulbären Referenzarealen verwendet (siehe Abbildung 

2.8). Zur Validierung der Güte des Referenzareals wurde überprüft, ob der ermittelte 

Unterschied zwischen den Referenzarealen proximal der AL und distal der AL in den 

Kontrollgruppen der erwarteten physiologischen Verteilung entsprach (siehe Abbildung 

9.1 und Abbildung 9.2) 

 

 

2.8.8 Beurteilung melanozytärer Zellen 

Ziel der Studie war es den Einfluss von VIP auf die Biologie follikulärer Melanozyten zu 

erforschen. Dazu sollte nicht nur auf die Eigenschaft der Melanogenese eingegangen 

werden, sondern ebenso auf die zellulären Veränderungen der melanozytären 

Zellpopulationen. Die Rezeptortyrosinkinase c-Kit wird bereits in nicht-melanotischen 

melanozytären Vorläuferzellen exprimiert und geht auch mit fortschreitender 

Differenzierung nicht verloren (siehe Tabelle 1.3). Daher ist jede gp100+ Zelle auch c-Kit+.  

Die Identifikation der melanozytären Subpopulationen erfolgte mittels c-

Kit/gp100 Doppel-IF. Zur Quantifizierung wurden die Anzahl der gp100+ Zellen und c-Kit+ 

Zellen in den bulbären Referenzarealen bestimmt (siehe Abbildung 2.8). Die Güte der 
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verwendeten Referenzareale wurde validiert wie in Kapitel 2.8.7 beschrieben (siehe 

Abbildung 9.3). Zur Bestimmung des Anteils melanotischer Melanozyten wurde die Anzahl 

von c-Kit+/gp100+ Zellen mit der Anzahl der c-Kit+ Zellen ins Verhältnis gesetzt. 

Melanozytäre Zellen sind entweder melanotisch oder nicht-melanotisch, sodass die 

jeweiligen Anteile als Gegenereignisse berechnet wurden (siehe Abbildung 2.12). Die 

Güte der verwendeten Referenzareale wurde validiert wie in Kapitel 2.8.7 beschrieben 

(siehe Abbildung 9.4). 

A 𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙(𝑚𝑒𝑙𝑎𝑛𝑜𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝑀𝑒𝑙𝑎𝑛𝑜𝑧𝑦𝑡𝑒𝑛)

= 1 − (𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙(𝑛𝑖𝑐ℎ𝑡 𝑚𝑒𝑙𝑎𝑛𝑜𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝑚𝑒𝑙𝑎𝑛𝑜𝑧𝑦𝑡ä𝑟𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛)) 

B                  𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙(𝑐 − 𝐾𝑖𝑡 +/𝑔𝑝100 +) = 1 − (𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙(𝑐 − 𝐾𝑖𝑡 +/𝑔𝑝100−) 

Abbildung 2.12 Der Anteil nicht-melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen.  

Der Anteil nicht-melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen wurde als Gegenereignis 
des Anteils melanotischer Melanozyten berechnet. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit. 

 

Die melanozytäre Proliferationsrate wurde anhand der c-Kit/Ki-67 Doppel-IF ermittelt. In 

den bulbären Referenzarealen (siehe Abbildung 2.8) wurde die Anzahl der c-Kit+/Ki-67+ 

Zellen bestimmt und mit der c-Kit+ Zellzahl ins Verhältnis gesetzt. Dieser Quotient wurde 

als Proliferationsrate nicht-melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen bewertet. Der 

Quotient umfasst prinzipiell alle melanozytären Zellen. Differenzierte melanotische 

Melanozyten besitzen jedoch eine sehr geringe Proliferationsrate, genau wie alle terminal 

differenzierten Zellen. Folglich konnte diese Proliferationsfraktion vernachlässigt werden 

und eine c-Kit/gp100/Ki-67 Dreifach-IF war nicht notwendig. 

 

 

2.9 Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

Alle in dieser Dissertationsschrift aufgeführten RT-qPCR wurden extern unter Leitung von 

Prof. Dr. T. Bíró im DE-MTA „Lendület“ Cellular Physiology Gruppe, Abteilung für 

Physiologie der Universität Debrecen aus Debrecen in Ungarn durchgeführt. 
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Ziel der RT-qPCR war die Quantifizierung der Expression der Botenribonukleinsäure 

(mRNS) definierter Zielgene. Dazu wurden mikrodissezierte HF kultiviert (siehe Tabelle 

2.1), kryofixiert (siehe Kapitel 2.3.4) und auf Trockeneis über Nacht an die DE-MTA 

„Lendület“ Cellular Physiology Gruppe versandt.  

Die Methode der RT-qPCR ist gut etabliert (Lisztes et al., 2019). Sie umfasst die 

Aufreinigung der Ribonukleinsäuren in der Probe mittels Degradation von 

Zellmembranen, Proteinen und DNS. Es folgt die reverse Transkription bei der eine 

spezifische Ribonukleinsäuresequenz in komplementäre DNS (cDNS) revers transkribiert 

wird. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bezeichnet die Vervielfältigung (Amplifikation) 

der cDNS. Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (englisch realt-time quantitative PCR) 

entsteht durch Zugabe einer Oligonukleotidsonde ein Fluoreszenzsignal, dass direkt 

proportional zur Menge des Amplifikationsproduktes ist. Durch Auftragen des 

Fluoreszenzsignals gegen die Anzahl der PCR-Zyklen resultiert die Amplifikationskurve 

(siehe Abbildung 2.13). Die Transkripte der Gene von β-Aktin (ACTB), Glycerinaldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und Peptidyl-prolyl-Isomerase A (PPIA) fungierten als 

Referenzgene (bekannt als housekeeping genes), da eine Regulation durch die 

Behandlung mit VIP nicht bekannt war (Kakurai et al., 2009; Riemer et al., 2012).  

 

Abbildung 2.13 Schematische Darstellung einer Amplifikationskurve.  

ΔCt: ΔCt-Wert; ΔΔCt: ΔΔCt-Wert; n: Anzahl; PCR: Polymerase-Kettenreaktion. Abbildung 
modifiziert aus Tripathi, 2018 Folie 18. 
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Die Auswertung erfolgte mit der ΔΔCt-Methode (siehe Abbildung 2.14). Sie diente zum 

quantitativen Vergleich der mRNS-Expression von Behandlungs- und Kontrollgruppe. Der 

Ct-Wert (Ct) beschreibt die Anzahl an PCR-Zyklen, bei denen das spezifische 

Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal gerade übersteigt. Ct ist folglich indirekt 

proprotional zum cDNS-Gehalt der getesteten Probe. Das bedeutet je kleiner Ct ist und je 

früher das spezifische Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal übersteigt, desto mehr 

cDNS war in der Probe enthalten (Pfaffl, 2004). 

Bei der ΔΔCt-Methode wird von jedem Messwert der ΔCt-Wert bestimmt. Der ΔCt-Wert 

(ΔCt) gibt die Änderung der PCR-Zyklenzahl zu dem Referenzgen an, dessen Ct sich am 

geringsten ändert (siehe Abbildung 2.14.A). Es folgte die Berechnung des ΔΔCt-Wertes 

(ΔΔCt), der die Anzahl an PCR-Zyklen angibt, um die sich das Überschreiten des 

Hintergrundsignals zwischen den Messwerten von Behandlungs- und Kontrollgruppe 

unterschied (siehe Abbildung 2.14.B). Die Menge an cDNS wurde durch Auflösung der 

logarithmischen Beziehung zwischen dem Fluoreszenzsignal und der Anzahl der PCR-

Zyklen berechnet (siehe Abbildung 2.14.C). Zielparameter der Auswertung ist das 

Verhältnis der cDNS-Mengen von Behandlungs- und Kontrollgruppe. Dieses Verhältnis 

wurde als Veränderungskoeffizenzt definiert (siehe Abbildung 2.14.D).  

A Δ𝐶𝑡 𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛 = 𝐶𝑡 𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛 − 𝐶𝑡 𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧𝑔𝑒𝑛  

B ΔΔ𝐶𝑡 = 𝛥𝐶𝑡 𝐵𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑙𝑢𝑛𝑔 − 𝛥𝐶𝑡 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒  

C  𝑛(𝑐𝐷𝑁𝑆) = 2−𝛥𝐶𝑡 

D 
𝑉 = 2−𝛥𝛥𝐶𝑡 =

𝑛(𝑐𝐷𝑁𝑆𝐵𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑙𝑢𝑛𝑔)

𝑛 (𝑐𝐷𝑁𝑆𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒)
 

Abbildung 2.14 Rechenweg der ΔΔCt-Methode.  

Zielgröße der ΔΔCt-Methode ist der Veränderungskoeffizient (V). Er beschreibt das 
Verhältnis zwischen den Mengen komplementärer Desoxyribonukleinsäre von 
Behandlungs- und Kontrollgruppe. Ct: Ct-Wert; ΔCt: ΔCt-Wert; ΔΔCt: ΔΔCt-Wert; 
cDNS: Komplementäre Desoxyribonukleinsäure; n: Anzahl; V: Veränderungskoeffizient. 
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2.10  Statistische Analyse 

2.10.1  Statistische Methoden 

Es werden die statistischen Methoden erläutert, die zur Beantwortung der 

Fragestellungen aus Kapitel 1.5 verwendet worden sind. Die Ergebnisse sind als statistisch 

signifikant betrachtet worden, wenn der p-Wert kleiner als die Irrtumswahrscheinlichkeit 

gewesen ist. Der Signifikanzwert (p) beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass sich die 

Daten wie beobachtet unter der Nullhypothese ergeben. Je kleiner die 

Irrtumswahrscheinlichkeit ist, desto weniger sind die Daten durch die Nullhypothese 

erklärbar. Dies gilt folglich als Evidenz für die Richtigkeit der Alternativhypothese.  

Der t-Test für unverbundene Stichproben vergleicht die Erwartungswerte zweier 

Gruppen. Folgende Voraussetzungen müssen erfüllt sein (Genschel und Becker, 2005): 

 Die Daten sind metrisch skaliert.  

 Die Beobachtungen sind unabhängig voneinander. 

 Die Gruppen sind nicht miteinander verbunden. 

 Die Daten sind normalverteilt. 

 Die Varianzen der Stichproben sind gleich. 

Die Beobachtungen sind unabhängig voneinander, wenn diese sich nicht gegenseitig 

beeinflussen. Die Gruppen sind unverbunden, wenn einzelne Daten oder Individuen nicht 

Teil anderer Gruppen sind (Kuckelkorn et al., 2015). Der D‘ Agostino-Pearson omnibus K²-

Test prüft, ob die Daten aus einer normalverteilten Stichprobe stammen. Die 

Nullhypothese, dass kein Unterschied zwischen der Stichprobenverteilung und der 

Normalverteilung besteht, ist abzulehnen, wenn die berechnetete Wahrscheinlichkeit 

kleiner als das definierte Signifikanzniveau ist. Der F-Test prüft, ob sich die Varianzen 

zweier Gruppen signifikant voneinander unterscheiden (Kuckelkorn et al., 2015). Ist mit 

dem F-Test die Nullhypothese der Varianzgleichheit abzulehnen, ist der Welch-Test als 

Modifikation des t-Tests zu verwenden (Bonett und Price, 2002). 

Der Mann-Whitney-U-Test testet, ob die Daten zweier Stichproben zur gleichen Grundge-

samtheit gehören. Es gelten folgende Voraussetzungen (Fay und Proschan, 2010): 

 Die Daten haben das Niveau einer Ordinal-, Intervall- oder Verhältnisskala. 
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 Die Beobachtungen sind voneinander unabhängig. 

 Die Gruppen sind nicht miteinander verbunden. 

Die Ein-Weg Varianzanalyse (bekannt als one-way analysis of variances, one-way ANOVA) 

kann für den Vergleich eines Merkmals zwischen mehr als zwei Stichproben verwendet 

werden. Dabei wird die Varianz der Mittelwerte der Stichproben mit der Varianz der 

einzelnen Stichproben verglichen. Die Daten mussten folgende Voraussetzungen erfüllen 

(Kao und Green, 2008): 

 Die Daten sind metrisch skaliert.  

 Die Daten sind normalverteilt. 

 Die Beobachtungen sind voneinander unabhängig. 

 Die Gruppen sind nicht miteinander verbunden. 

Die Nullhypothese ist, dass die Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen, 

sodass kein Unterschied zwischen den Mittelwerten der Stichproben besteht. Ist die 

Nullhypothese abzulehnen, stammt mindestens eine Gruppe nicht aus der gleichen 

Grundgesamtheit. Mit der one-way ANOVA ist in diesem Fall keine Aussage darüber 

möglich wieviele und welche Gruppen sich voneinander unterscheiden. Dazu ist 

Bonferronis Post-Hoc-Test zu verwenden. Dieser vergleicht die Mittelwerte der 

überprüften Gruppen paarweise miteinander und bestimmt welche Gruppen sich unter 

Einhaltung des Signifikanzniveaus unterscheiden (Kao und Green, 2008). 

Der Kruskal-Wallis-Test vergleicht die zentralen Tendenzen der getesteten Stichproben 

durch Bildung von Rangsummen. Es gelten folgende Voraussetzungen (Dinno, 2015): 

 Die Daten haben das Niveau einer Ordinal-, Intervall- oder Verhältnisskala. 

 Die Beobachtungen sind voneinander unabhängig. 

 Die Gruppen sind nicht miteinander verbunden. 

Es ist nicht notwendig, dass die Daten normalverteilt sind. Die Nullhypothese ist, dass sich 

die Rangsummen der getesteten Stichproben nicht unterscheiden (Vargha und Delaney, 

1998). Ist die Nullhypothese abzulehnen, ist Dunns Post-Hoc-Test zu verwenden. Dieser 

vergleicht die Gruppen paarweise miteinander und bestimmt welche Gruppen sich unter 

Einhaltung des Signifikanzniveaus unterscheiden (Dinno, 2015).  
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2.10.2  Statistische Auswertung 

Statistische Auswertung und graphische Darstellung wurden mit GraphPad Prism 

Version 4.02 durchgeführt. Das Signifikanzniveau wurde datenunabhängig auf 0,05 

festgelegt. Demnach war ein Testergebnis signifikant, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 

war. Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 

dargestellt (Hardman et al., 2015; Ramot et al., 2015; Bertolini et al., 2016b; Vidali et al., 

2016). 

Die einzelnen HF wurden als Individuen betrachtet, sodass die Stichprobengröße (n) als 

die Summe der HF definiert war. Dies war möglich, da die Patientenstichprobe homogen 

war (siehe Tabelle 9.1). Die Annahme der HF als einzelne Individuen der Stichprobe 

entspricht der gängigen Praxis (Hardman et al., 2015; Ramot et al., 2015; Bertolini et al., 

2016b), da die devaskularisierten und denervierten HF maßgeblich und in erster Linie 

durch die Kulturbedingungen beinflusst werden. Der Einfluss des individuellen 

genetischen Hintergrundes kann daher bei einer homogenen Patientenauswahl 

vernachlässigt werden (Philpott et al., 1994; Müller-Röver et al., 2001; Stenn und Paus, 

2001; Langan et al., 2015). 

Für den Vergleich der (immun-) histomorphometrischen Ergebnisse wurden die in Kapitel 

2.10.1 aufgeführten statistischen Tests verwendet. Alle getesteten Gruppen waren 

unverbunden und deren Beobachtungen unabhängig. Mit dem D‘ Agostino-Pearson 

omnibus K²-Test wurden die Daten auf Normalverteilung getestet. Der ungepaarte t-Test 

für unverbundene Stichproben wurde gewählt, wenn zwei normalverteilte Stichproben 

miteinander verglichen wurden. Mit dem F-Test wurde die Varianzgleichheit überprüft. 

Bei Verschiedenheit der Varianzen wurde der Welch-Test verwendet. Der Mann-Whitney-

U-Test wurde verwendet, wenn zwei Stichproben verglichen wurden, die nicht 

normalverteilt waren sowie zur Überprüfung des ordinal skalierten Haarzyklus-Score 

(siehe Abbildung 3.10). 

Für den Vergleich von mehr als zwei Stichproben wurde bei normalverteilten Daten die 

one-way ANOVA mit Bonferronis Post-Hoc-Test oder bei nicht normalverteilten Daten der 

Kruskal-Wallis-Test mit Dunns Post-Hoc-Test verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 VIP und seine Rezeptoren werden auf Genebene exprimiert 

Es wurde gezeigt, dass VIP auf die Haut wirkt (Kellogg et al., 2010). Daher stellte sich die 

Frage, wo VIP in der Umgebung des HF ausgeschüttet wird und wie seine Rezeptoren 

follikulär verteilt sind. Die physiologischen mRNS-Expressionslevel von VIP und den VIP-

Rezeptoren VPAC1 und VPAC2 wurden an kultivierten mikrodissezierten HF mittels RT-

qPCR und ΔΔCt-Methode untersucht (siehe Abbildung 3.1).  

Es wurden nur sehr geringe Transkriptmengen von VIP nachgewiesen. VPAC1-mRNS 

wurde signifikant stärker exprimiert als die VPAC2-mRNS (siehe Abbildung 3.1).  

Es wurde gezeigt, dass VIP und seine Rezeptoren auf Genebene exprimiert werden. 

VPAC1 ist auf Genebene der vorherrschende follikuläre VIP-Rezeptor. Diese Ergebnisse 

lassen die Fragen offen, wie VIP und seine Rezeptoren im HF verteilt sind, und ob die 

Dominanz des VPAC1 auch auf Proteinebene besteht. 

 

Abbildung 3.1 VIP und seine Rezeptoren werden follikulär exprimiert.  

Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte mittels Echtzeit quantitativer 
Polymerase-Kettenreaktion. Die Botenribonukleinsäre des vasoaktiven intestinalen 
Peptids war in Einzelmessungen bei 3 Patientinnen nicht nachweisbar. N=90 Haarfollikel 
von 5 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. ***p<0,001. P wurde mit dem zweiseitigen t-Test 
mit Welchs-Korrektur berechnet. Die Signifikanzwerte wurden nur innerhalb der 
Rezeptorgruppen dargestellt. n: Anzahl; p: Signifikanzwert; PPIA: Peptidyl-Prolyl-cis-trans-
Isomerase; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid; 
VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2.  
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3.2 VIP wird auf Proteinebene exprimiert 

Es wurde gezeigt, dass VIP follikulär exprimiert wird. Es stellte sich die Frage, wie die VIP-

Expression verteilt ist. Dazu wurde VIP in gesunder Kopfhaut mittels 

immunhistochemischer Färbung und IF angefärbt. 

Es wurden zahlreiche VIP-erge Nervenfasern detektiert (siehe Abbildung 3.2). Sie 

befanden sich in den Bindegewebsscheiden von Schweißdrüsen (siehe Abbildung 3.2.A) 

und in der CTS (siehe Abbildung 3.2.B, F). Weiterhin wurde VIP-IR im Zytoplasma 

leukozytärer mononukleärer Zellen nachgewiesen (siehe Abbildung 3.2.C), die anhand der 

Zellmorphologie als Lymphozyten und Mastzellen identifiziert wurden. In neutrophilen 

Granulozyten, dem Talgdrüsenepithel, der Talgdrüsenbindegewebsscheide und im HF-

Epithel wurde keine VIP-IR detektiert (siehe Abbildung 3.2.C-F).  

Unsere Ergebnisse bestätigen die publizierten Verteilungsmuster der VIP-Expression und 

ergänzen detaillierte Abbildungen der kutanen und follikulären Anatomie (Hartschuh et 

al., 1983a; Hartschuh et al., 1984; Tainio, 1987; Naukkarinen et al., 1993; Fischer et al., 

2002). Es wurde gezeigt, dass VIP in Nervenfasern, Lymphozyten und Mastzellen 

exprimiert wird. VIP kann folglich endokrin (Nervenfaser) und parakrin (Mastzellen und 

Lymphozyten) auf das HF-Epithel wirken. Bei nachgewiesener mRNS-Expression der VIP-

Rezeptoren (siehe Abbildung 3.1) stellte sich die Frage, wo die VIP-Rezeptoren im HF 

exprimiert werden. 
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Abbildung 3.2 VIP wird in kutanen Nervenfasern und Leukozyten exprimiert.  

Repräsentative Aufnahmen von immunhistochemischen Färbungen (A-D) und 
Immunfluoreszenzfärbungen (E-G) in Kopfhaut. Die Schnittdicke betrug 4 µm (A-D) und 
25 µm (E-G). Die Pfeilspitzen markieren Lymphozyten (gelb), Mastzellen (grün) und 
neutrophile Granulozyten (blau). Balken 20 µm (A-C), 50 µm (D-F). CTS: Follikuläre 
Bindegewebsscheide; DAPI: 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol; ORS: Äußere Wurzelscheide; 
VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. Abbildung E, F aus (Bertolini et al., 2016b). 
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3.3 VIP-Rezeptoren werden follikulär auf Proteinebene 

exprimiert 

3.3.1 Qualitative Beurteilung des Verteilungsmusters der VIP-Rezeptoren 

Es wurde gezeigt, dass VIP in der Haut wirkt (Kellogg et al., 2010), dass VIP-Transkript im 

HF exprimiert wird (siehe Abbildung 3.1) und dass VIP in der CTS exprimiert wird (siehe 

Abbildung 3.2). Es stellte sich die Frage nach dem follikulären Verteilungsmuster der VIP-

Rezeptoren. Dazu wurde VPAC1 und VPAC2 in Kopfhaut mittels IF angefärbt. 

Die höchsten VPAC1-IR wurden im Bulbus, in der Kutikula der IRS, in der proximalen 

suprabulbären ORS und im Infundibulum nachgewiesen (siehe Abbildung 3.3.B). Im 

Bulbus zeigte der proximale Bulbus die höchste IR (siehe Abbildung 3.3.D). In der 

proximalen suprabulbären Region war die IRS stärker immunreaktiv als die ORS (siehe 

Abbildung 3.3.E). Im mittleren Teil der suprabulbären Region war die VPAC1-IR geringer 

als proximal (siehe Abbildung 3.3.H). Im Infundibulum glich die VPAC1-IR erneut der des 

Bulbus (siehe Abbildung 3.3.B, D, I) 

Die höchste VPAC2-IR wurde im Bulbus, in der Kutikula der IRS, in der Basalzellschicht der 

ORS und im Infundibulum nachgewiesen (siehe Abbildung 3.3.C). Innerhalb der ORS zeigte 

die Basalzellschicht die höchste IR (siehe Abbildung 3.3.F, G, K, L), wobei infundibulär alle 

Zellschichten der ORS stark immunreaktiv waren (siehe Abbildung 3.3.L). Innerhalb der 

IRS bestand eine höhere IR in der Kutikula (siehe Abbildung 3.3.G). Analog zu VPAC1, war 

die VPAC2-IR im Abschnitt zwischen proximaler suprabulbärer Region und Wulstregion 

geringer (siehe Abbildung 3.3.K). 

Die Ergebnisse ergänzen eine detaillierte Erstbeschreibung der follikulären 

Proteinexpression von VPAC1 und VPAC2. Die Betonung der VPAC2-Expression in der 

Basalzellschicht passt zur VIP-Expression innerhalb der CTS (siehe Abbildung 3.2), sodass 

eine endokrine Wirkung aus Nervenfasern der CTS oder eine parakrine Wirkung aus 

Mastzellen oder Lymphozyten plausibel ist. Es stellte sich die Frage, ob sich die qualitative 

Beurteilung quantitativ bestätigen lässt.  
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Abbildung 3.3 VIP-Rezeptor 1 und 2 werden im Haarfollikelepithel exprimiert.  

Repräsentative Aufnahmen der Doppel-Immmunfluoreszenzfärbung VPAC1/VPAC2. 
Abbildungen A-C sind aus 22 Einzelaufnahmen zusammengesetzt. Abbildungen D-L sind 
Ausschnitte der Abbildungen B und C. Balken 200 µm (A-C), 50 µm (D-L). Die Pfeilspitzen 
zeigen auf die Basalzellschicht. DAPI: 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol; IRS: Innere 
Wurzelscheide; ORS: Äußere Wurzelscheide; VPAC1/2:  VIP-Rezeptor 1/2.   
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3.3.2 Quantitative Analyse des Verteilungsmuster der VIP-Rezeptoren 

Es wurde gezeigt, dass die VIP-Rezeptoren im HF exprimiert werden und ein spezifisches 

Verteilungsmuster besteht. Zur quantitativen Analyse der qualitativen Beurteilung 

wurden mikrodissezierte HF kultiviert und mit VIP behandelt. Die Proteinexpression 

wurde mittels VPAC1/VPAC2 Doppel-IF dargestellt und in fünf Referenzarealen 

ausgewertet (siehe Abbildung 3.4). 

Die Intensität der Proteinexpression von VPAC1 und VPAC2 war jeweils im proximalen 

Bulbus signifikant höher als in den anderen Referenzarealen (siehe Abbildung 3.4). Die 

geringste IR wurde in der suprabulbären ORS (VPAC1) und der DP (VPAC2) bestimmt. Die 

Intensität der Expression von VPAC1 ist höher als von VPAC2 (p<0,001; Vergleich der 

Daten aus Abbildung 3.4.A und B). 
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Abbildung 3.4 Die VIP-Rezeptoren werden im proximalen Haarbulbus mit der höchsten 
Intensität exprimiert.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mittels VPAC1/2 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. 
Repräsentative Aufnahmen, die jeweils aus 3 Einzelaufnahmen zusammengesetzt 
sind (C, D). Balken 50 µm. N=25-39 Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. P wurde mit der Ein-Weg Varianzanalyse mit Bonferronis 
Post-Hoc-Test berechnet. AL: Aubersche Linie; DP: Dermale Papille; IRS: Suprabulbäre 
innere Wurzelscheide; n: Anzahl; ORS: Suprabulbäre äußere Wurzelscheide; 
p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2. 

 

Die Daten der quantitativen Untersuchung ergänzen die qualitative Beurteilung der 

Verteilungsmuster von VPAC1 und VPAC2 (siehe Kapitel 3.3.1). Es bestätigte sich, dass 

beide VIP-Rezeptoren im proximalen Bulbus mit der höchsten Intensität exprimiert 

werden. Interessanterweise ist nur bei VPAC1 die suprabulbäre IRS stärker immunreaktiv 
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als die ORS (siehe Abbildung 3.4). Beim qualitativen Vergleich der VIP-Rezeptoren schien 

VPAC1 vorwiegend in der suprabulbären IRS und VPAC2 vorwiegend in der 

Basalzellschicht der suprabulbären ORS exprimiert zu werden. Die direkte 

Gegenüberstellung der Proteinexpressionen von VPAC1 und VPAC2 ist nicht sinnvoll, da 

das Expressionsniveau von VPAC1 in allen Referenzarealen höher war als das von VPAC2 

(siehe Abbildung 3.4.A, B). Die VIP-Rezeptoren wurden proximal der AL am stärksten 

exprimiert (VPAC1 = 10,1; VPAC2 = 4,3) und der Anteil des Referenzareals mit der 

geringsten IR war bei beiden gleich (VPAC1ORS = 42 %; VPAC2DP = 42 %). Es erfolgte die 

Gegenüberstellung der VIP-Rezeptoren mittels Normalisierung zum Referenzareal mit der 

höchsten IR (siehe Abbildung 3.5). 

Die Gegenüberstellung der VIP-Rezeptoren zeigte, dass VPAC1 in der suprabulbären IRS 

mit höherer Intensität exprimiert wurde als VPAC2. Wiederum wurde VPAC2 in der 

suprabulbären ORS mit höherer Intensität exprimiert. In den weiteren Referenzarealen 

unterschied sich die Intensität der Proteinexpressionen von VPAC1 und VPAC2 nicht 

signifikant (siehe Abbildung 3.5). 

 

Abbildung 3.5 Vergleich der suprabulbären Expression von VIP-Rezeptor 1 und 2.  

Die Daten von VPAC1 und VPAC2 aus Abbildung 3.4 wurden zum Referenzareal proximal 
der Auberschen Linie normalisiert und verglichen. N=25-39 Haarfollikel von 
3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. *p<0,05; ***p<0,001. P wurde mit dem zweiseitigen t-
Test mit Welchs-Korrektur berechnet. Es wurden nur die Signifikanzwerte innerhalb einer 
Region dargestellt. AL: Aubersche Linie; IRS: Suprabulbäre innere Wurzelscheide; 
n: Anzahl; ORS: Suprabulbäre äußere Wurzelscheide; p: Signifikanzwert; SEM: Standard-
fehler des Mittelwertes; VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2. 
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In der Zusammenschau wird deutlich, dass VPAC1 auf Genebene und Proteinebene der 

vorherrschend exprimierte VIP-Rezeptor ist (siehe Abbildung 3.1 und Abbildung 3.4). In 

den ausgewerteten Kompartimenten besteht eine rezeptorspezifische Verteilung der VIP-

Rezeptoren (siehe Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5). Die Proteinexpression der VIP-

Rezeptoren war im proximalen Bulbus am größten, dem Referenzareal der stark 

proliferierenden Matrixkeratinozyten. In der suprabulbären IRS, dem Referenzareal der 

terminal differenzierten Keratinozyten, bestand im Vergleich zu VPAC2 eine höhere 

Intensität der VPAC1-Expression. In der proximalen suprabulbären ORS, dem 

Referenzareal der epithelialen Vorläuferzellen, bestand im Vergleich zu VPAC1 eine 

höhere Intensität der VPAC2-Expression. In der DP, wurden VPAC1 und VPAC2 gering 

exprimiert. 

Die charakteristische Verteilung von VPAC1 und VPAC2 könnte eine differenzierte 

Beeinflussung der follikulären Biologie durch VIP ermöglichen. Folglich wurde untersucht, 

ob die Behandlung mit VIP zu relevanten Veränderungen der Signalwege von VIP, 

Keratinozyten und Melanozyten führt (siehe Kapitel 3.4 bis Kapitel 3.6). 

 

 

3.4 Einfluss von VIP auf endogenes VIP und die VIP-Rezeptoren 

3.4.1 VIP reduziert die Genexpression von VIP und VIP-Rezeptor 1  

Die Analyse der Physiologie des VIP und seiner Rezeptoren zeigte, dass die Ausschüttung 

von VIP die Biologie des HF über die VIP-Rezeptoren beeinflussen kann (siehe Kapitel 3.3). 

Folglich wurde der Einfluss von exogen zugeführtem VIP auf die Genexpression von 

endogenem VIP und den VIP-Rezeptoren untersucht. Dazu wurden mikrodissezierte HF 

kultiviert und mit VIP behandelt. Die Transkriptmengen von VIP, VPAC1 und VPAC2 

wurden mittels RT-qPCR und ΔΔCt-Methode untersucht. 

Die Behandlung mit VIP führte zu einer Reduktion der Transkriptmenge von VIP und 

VPAC1 (siehe Abbildung 3.6.A, B). Die Transkriptmenge von VPAC2 wurde nicht signifikant 

verändert (siehe Abbildung 3.6.C). 
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Abbildung 3.6 VIP reduziert die Genexpression von VIP und VIP-Rezeptor 1.  

Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte mittels Echtzeit quantitativer 
Polymerase-Kettenreaktion. N=72 Haarfollikel von 4 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. 
*p<0,05. P wurde mit dem zweiseitigen t-Test mit Welchs-Korrektur berechnet. n: Anzahl; 
p: Signifikanzwert; PPIA: Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase; SEM: Standardfehler des 
Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. 

 

Die Behandlung mit VIP führte zur Reduktion der Synthese von VIP-mRNS und VPAC1-

mRNS. Dies lässt schlussfolgern, dass die endogene VIP-Synthese und die mRNS-

Expression von VPAC1 nach dem Prinzip der negativen Rückkopplung reguliert werden. 

Die mRNS-Expression von VPAC2 scheint von der negativen Rückkopplung ausgenommen. 

Es stellte sich die Frage, ob die VIP-Rezeptoren auf Proteinebene negativ reguliert 

werden. 

 

 

3.4.2 VIP reduziert die Proteinexpression des VIP-Rezeptor 1 

Exogen zugeführtes VIP führte zu einer verringerten mRNS-Transkription von VPAC1. Es 

sollte überprüft werden, ob die Proteinexpression der VIP-Rezeptoren negativ reguliert 

wird. Mikrodissezierte HF wurden kultiviert und mit VIP behandelt. Die Proteinexpression 

wurde mittels VPAC1/VPAC2 Doppel-IF dargestellt und in fünf Referenzarealen 

ausgewertet (siehe Abbildung 3.7). 
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Die Behandlung mit VIP führte zur Reduktion der Proteinexpression von VPAC1 in der 

proximalen suprabulbären IRS (siehe Abbildung 3.7.A). Die Proteinexpression von VPAC2 

wurde durch VIP in keinem Referenzareal signifikant verändert (siehe Abbildung 3.7.B).  

 

Abbildung 3.7 VIP reduziert die Proteinexpression des VIP-Rezeptor 1.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mittels VPAC1/2 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt. Repräsentative 
Aufnahmen, die jeweils aus 3 Einzelaufnahmen zusammengesetzt sind (C-F). 
Balken 50 µm. N=25-39 Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. *p<0,05. 
P wurde mit dem zweiseitigen t-Test mit Welchs-Korrektur berechnet. Es wurden nur die 
Signifikanzwerte innerhalb einer Behandlungsgruppe dargestellt. AL: Aubersche Linie; 
DP: Dermale Papille; IRS: Suprabulbäre innere Wurzelscheide; n: Anzahl; 
ORS: Suprabulbäre äußere Wurzelscheide; p: Signifikanzwert; SEM Standardfehler des 
Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid; VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2. 
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Die Zusammenschau der Ergebnisse aus Genexpression (siehe Abbildung 3.6) und 

Proteinexpression (siehe Abbildung 3.7) zeigt, dass die exogene Zufuhr von VIP zur 

negativen Regulation der endogenen VIP-Synthese und der VPAC1-Expression in der 

suprabulbären IRS führt. Die Expression von VPAC2 wird durch die Behandlung mit VIP 

nicht signifikant verändert.  

 

 

3.5 Einfluss von VIP auf Haarwachstum und Keratinozyten 

3.5.1 VIP reduziert die Proliferationsrate von Haarmatrixkeratinozyten 

Es wurde gezeigt, dass VIP aufgrund seiner lokalen Verfügbarkeit und dem 

Verteilungsmuster seiner Rezeptoren VPAC1 und VPAC2 die keratinozytäre Biologie 

beeinflussen kann (siehe Kapitel 3.3).  

Um den Einfluss des VIP auf Proliferation und Apoptose von Matrixkeratinozyten zu 

untersuchen, wurden mikrodissezierte HF kultiviert und mit VIP behandelt. Der 

Proliferationsmarker Ki-67 wurde mittels indirekter IF und apoptotische Zellen mittels 

TUNEL-Methode (siehe Kapitel 2.5.5) detektiert. DAPI diente zur Darstellung von 

Zellkernen. Die Auswertung erfolgte nach Klöpper et al. (siehe Kapitel 2.8.5).  

Die Behandlung mit VIP führte zur Reduktion der Proliferationsrate in der Anagen VI 

Phase, wobei hier erwartungsgemäß keine TUNEL+ Zellen nachweisbar waren (siehe 

Abbildung 3.8.A-C). In den Katagenphasen führte die Behandlung mit VIP zu keiner 

signifikanten Änderung von Proliferationsrate oder Apoptoserate (siehe Abbildung 3.8.A). 

Die beobachtete Verringerung der Proliferationsrate der Matrixkeratinozyten durch die 

Behandlung mit VIP steht im Gegensatz zur Förderung der Proliferationsrate epidermaler 

Keratinozyten (siehe Tabelle 1.2). Es wurde vermutet, dass die verringerte 

Proliferationsrate der Matrixkeratinozyten durch eine Beschleunigung der Differenzierung 

bedingt ist. Weiter wurde vermutet, dass VIP in diesem Falle die Differenzierung 

keratinozytärer Vorläuferzellen ebenfalls beschleunigt (siehe Kapitel 3.5.2) und die 

Anagen-Katagen-Transformation fördert (siehe Kapitel 3.5.3). 
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Abbildung 3.8 VIP reduziert den Anteil von Ki-67+ Zellen.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit Ki-67/TUNEL Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. 
Repräsentative Aufnahmen. Balken 50 µm. N=55-67 Haarfollikel von 5 Patientinnen. 
Mittelwert ± SEM. *p<0,05. P wurde mit dem zweiseitigen t-test mit Welchs-Korrektur 
berechnet. Es wurden nur die Signifikanzwerte innerhalb einer Haarzyklusphase 
dargestellt. AL: Aubersche Linie; DAPI: 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol; M: Haarmatrix; 
n: Anzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; TUNEL: Terminal 
deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate nick end labelling; 
VIP: Vasoaktives intestinales Peptid.  

Kontrollgruppe VIP 0,3 µmol/L 

 

A
n

ag
en

 V
I P

h
as

e 
K

at
ag

en
p

h
as

e 

DAPI 
Ki-67 

TUNEL 
 

B C 

D E 

AL 

A 

M 



ERGEBNISSE 

 

 58 

3.5.2 VIP erhöht die Expression stammzellassoziierter Zytokeratine 

Es wurde gezeigt, dass die Behandlung mit VIP die Proliferationsrate von 

Matrixkeratinozyten reduziert. Es wurde vermutet, dass dies in einer beschleunigten 

Differenzierung der Matrixkeratinozyten und der suprabulbären keratinozytären 

Vorläuferzellen begründet ist. Es wurde untersucht, ob die Differenzierung 

keratinozytärer Vorläuferzellen beschleunigt wird. Dazu wurden mikrodisseziert HF 

kultiviert, mit VIP behandelt, mit CK15/CK19 Doppel-IF gefärbt und in drei 

Referenzarealen immunhistomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.9). 

Die Behandlung mit VIP führte zu einer Erhöhung der IR von CK15 (siehe Abbildung 3.9.A) 

und CK19 (siehe Abbildung 3.9.B) jeweils im proximalen Bulbus. 

Zusammengefasst ergänzen unsere Ergebnisse detaillierte Aufnahmen paraffinierter 

mikrodissezierter HF zu den bestehenden Beschreibungen der CK15- und CK19-

Expressionsmuster (Klöpper et al., 2008; Moll et al., 2008; Jiang et al., 2010). Weiterhin 

wurde gezeigt, dass VIP die keratinozytären Vorläuferzellen im proximalen Bulbus 

stimuliert. Es stellte sich die Frage, wie sich die zellulären Effekte auf den Haarzyklus und 

das Haarwachstum auswirken. 
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Abbildung 3.9 VIP erhöht die Expression der Zytokeratine 15 und 19 im proximalen 
Haarbulbus.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mittels CK15/CK19 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und 
ausgewertet. Repräsentative Aufnahmen, die jeweils aus 3 Einzelaufnahmen 
zusammengesetzt sind (C, D). Balken 50 µm. N=35-51 Haarfollikel von 4 Patientinnen. 
Mittelwert ± SEM. *p<0,05. P wurde mit dem dem Mann-Whitney-U-Test (proximal AL 
und distal AL) und dem zweiseitigen t-Test mit Welchs-Korrektur (proximale ORS) 
berechnet. Es wurden nur die Signifikanzwerte innerhalb einer Region dargestellt. 
AL: Aubersche Linie; CK: Zytokeratin; n: Anzahl; p: Signifikanzwert; ORS: Suprabulbäre 
äußere Wurzelscheide; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoaktives 
intestinales Peptid. 
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3.5.3 VIP fördert die Anagen-Katagen-Transformation 

Es wurde gezeigt, dass VIP die Proliferationsrate von Matrixkeratinozyten reduziert. 

Daher wurde vermutetet, dasss VIP die Anagen-Katagen-Transformation fördert. 

Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP behandelt und sowohl mit der Fontana-

Masson-Färbung, als auch mit der Ki-67/TUNEL Doppel-IF gefärbt. Die Auswertung der 

Haarzyklusphase erfolgte nach Klöpper et al. (siehe Kapitel 2.8.5). 

Die Behandlung mit VIP erhöhte den HCS (siehe Abbildung 3.10.A). Der Anteil der Anagen 

VI HF wurde negativ beeinflusst (siehe Abbildung 3.10.B), wobei das Signifikanzniveau 

nicht erreicht wurde (p = 0,28). 

 

Abbildung 3.10 VIP erhöht den Haarzyklus-Score.  

Bei mikrodissezierten, kultivierten, mit vasoaktivem intestinalen Peptid behandelten 
Haarfollikeln wurden die Haarzyklusphasen bestimmt. N=142-143 Haarfollikel von 
5 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. *p<0,05. P wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test (A) 
oder dem zweiseitigen t-Test (B) berechnet. Es wurden nur die Signifikanzwerte innerhalb 
einer Haarzyklusphase dargestellt. N: Anzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des 
Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass die erhöhte Verfügbarkeit von VIP die Anagen-Katagen-

Transformation fördert. Es wurde vermutet, dass VIP das Haarwachstum inhibiert. 
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3.5.4 VIP verändert das Haarwachstum nicht  

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass VIP die Proliferation von Matrixkeratinozyten 

inhibiert, die keratinozytären Vorläuferzellen im proximalen Bulbus stimulierte und die 

Anagen-Katagen-Transformation fördert. Es wurde vermutet, dass VIP das Haarwachstum 

hemmt. Mikrodissezierte HF wurden über sechs Tage alle 48 Stunden mit VIP behandelt. 

Die Behandlung mit VIP führte zu keiner signifikanten Veränderung der kumulativen HF-

Verlängerung (siehe Abbildung 3.11).  

 

Abbildung 3.11 VIP beeinflusst das Haarwachstum nicht.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert und mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt. N=47-50 Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. *p<0,05. P wurde 
mit dem zweiseitigen t-Test mit Welchs-Korrektur berechnet. Es wurden nur die 
Signifikanzwerte innerhalb eines Zeitpunktes dargestellt. n: Anzahl; p: Signifikanzwert; 
SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. 

 

Entgegen der Vermutung, veränderte die Behandlung mit VIP die Verlängerung 

kultivierter HF nicht. Folglich bleibt das Haarwachstum unter Kulturbedingungen von der 

Behandlung mit VIP entweder unbeeinflusst oder es heben sich wachstumsstimulierende 

und wachstumsinhibierende Einflüsse auf.  
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit VIP ein Milieu schafft 

in dem die Proliferation der Matrixkeratinozyten reduziert wird (siehe Abbildung 3.8), 

keratinozytäre Vorläuferzellen im proximal Bulbus stimuliert werden (siehe Abbildung 

3.9) und der Übergang von der Anagen VI Phase in die Katagenphase induziert wird (siehe 

Abbildung 3.10). Diese Prozesse hatten nach einer Kulturdauer von sieben Tagen keinen 

signifikanten Einfluss auf das Haarwachstum (siehe Abbildung 3.11). 

 

 

3.6 Einfluss von VIP auf Melanogenese und Melanozyten 

3.6.1 VIP erhöht die Anzahl melanozytärer Zellen 

Es wurde gezeigt, dass exogen zugeführtes VIP die keratinozytäre Biologie beeinflusst 

(siehe Kapitel 3.5). Daher sollte die Modulation der melanozytären Biologie ebenfalls 

erforscht werden.  

Um einen Überblick über den Einfluss von VIP auf die follikuläre Pigmentbildung zu 

erhalten, sollte der zentrale Transkriptionsfaktor MITF untersucht werden. 

Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP behandelt, mit MITF IF gefärbt und 

immunhistomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.12). 

Die Behandlung mit VIP führte zur Erhöhung der Anzahl von MITF+ Zellen distal der AL 

(siehe Abbildung 3.12.A). Proximal der AL bestand eine positive Beeinflussung, wobei das 

Signifikanzniveau nicht erreicht wurde (p = 0,08). 

  



ERGEBNISSE 

 

 63 

 

Abbildung 3.12 VIP erhöht die Anzahl von MITF+ Zellen.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit MITF Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. Repräsentative 
Aufnahmen. Balken 50 µm. N=33-38 Haarfollikel von 3 Patientinnen Mittelwert ± SEM. 
***p<0,001. P wurde mit dem zweiseitigen t-Test berechnet. Es wurden nur 
Signifikanzwerte innerhalb einer Region dargestellt. AL: Aubersche Linie; 
MITF: Mikrophthalmie-assoziierter Transkriptionsfaktor; n: Anzahl; p: Signifikanzwert; 
SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. 

 

Aus der Erhöhung der MITF+ Zellzahl wurde geschlussfolgert, dass VIP die follikuläre 

Melanogenese fördert. Daher wurde der Einfluss von VIP auf die Schlüsselproteine der 

Melanogenese weiter untersucht. 
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3.6.2 VIP erhöht die Anzahl differenzierter Melanozyten des Haarbulbus 

Es wurde gezeigt, dass VIP die Anzahl melanozytärer Zellen erhöht. Folglich wurde der 

Einfluss von VIP auf melanotische Melanozyten untersucht. Mikrodissezierte HF wurden 

kultiviert, mit VIP behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-IF gefärbt und immunhisto-

morphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.13).  

Die Behandlung mit VIP erhöhte die Anzahl von gp100+ Zellen distal der AL. Proximal der 

AL wurde die Anzahl von gp100+ Zellen nicht signifikant verändert (siehe Abbildung 3.13). 

 

Abbildung 3.13 VIP erhöht die Anzahl von gp100+ Zellen.  

Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid behandelt, mit 
c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. Repräsentative 
Aufnahmen. Balken 50 µm. N=44-55 Haarfollikel von 4 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. 
***p<0,01. P wurde mit dem zweiseitigen t-Test berechnet. Es wurden nur die 
Signifikanzwerte innerhalb einer Region dargestellt. AL: Aubersche Linie; c-Kit: 
Rezeptortyrosinkinase Kit; n: Anzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des 
Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. 
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Zusammengefasst führte VIP zu einer erhöhten Anzahl melanotischer Melanozyten in der 

pigmentbildenden Zone. Im Folgenden sollte der Einfluss auf die melanozytären 

Vorläuferzellen untersucht werden. 

 

 

3.6.3 VIP erhöht die Anzahl Rezeptortyrosinkinase Kit (c-Kit) positiver 

Zellen  

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit VIP die Anzahl melanozytärer Zellen und 

die Anzahl melanotischer Melanozyten erhöht. Es wurde vermutet, dass VIP ebenfalls die 

melanozytären Vorläuferzellen beeinflusst. Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP 

behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-IF angefärbt und immunhistomorphometrisch 

ausgewertet (siehe Abbildung 3.14).  

c-Kit wurde in Zellen der bulbären ORS sowie der zentralen, inneren und proximalen 

Matrix exprimiert. Die Behandlung mit VIP führte zu einer Erhöhung der Anzahl von c-Kit+ 

Zellen sowohl proximal, als auch distal der AL (siehe Abbildung 3.14.A). Der Effekt war 

relativ betrachtet proximal der AL ausgeprägter (relative Steigerung proximal um 163 %, 

distal um 146 %).  
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Abbildung 3.14 VIP erhöht die Anzahl von c-Kit+ Zellen.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. 
Repräsentative Aufnahmen. Balken 50 µm. N=43-55 Haarfollikel von 4 Patientinnen. 
Mittelwert ± SEM. ***p<0,001. P wurde mit dem zweiseitigen t-Test berechnet. Es 
wurden nur die Signifikanzwerte innerhalb einer Region dargestellt. AL: Aubersche Linie; 
c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; n: Anzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des 
Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. 

 

Im Bulbus wurden drei morphologisch verschiedene c-Kit+ Zellpopulationen identifiziert 

(siehe Abbildung 3.15.A). Die erste Population von c-Kit+ Zellen (1) bestand aus großen 

Zellen mit langen Dendriten, die sich in der zentralen Matrix befanden (siehe Abbildung 

3.15.B). Die zweite Population von c-Kit+ Zellen (2) bestand aus kleinen ovalen Zellen mit 

fehlenden oder sehr kurzen Dendriten, die sich in der bulbären ORS und dem 

proximalsten Teil der Matrix befanden (siehe Abbildung 3.15.C). Die dritte Population von 

c-Kit+ Zellen (3) bestand aus kleinen bis mittelgroßen Zellen mit kurzen Dendriten, die 
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sich sich in der inneren Matrix und in der proximalen Matrix befanden (siehe Abbildung 

3.15.D). 

 

Abbildung 3.15 Im Haarbulbus sind mehrere c-Kit+ Zellpopulationen identifizierbar.  

An paraffinierten mikrodissezierten kultivierten Haarfollikel wurden in der c-Kit 
Immunfluoreszenzfärbung 3 Zellpopulationen identifiziert. Repräsentative Aufnahmen. 
Die Abbildungen B-D sind Ausschnitte der Abbildung A. Balken 25 µm. Die Pfeile weisen 
auf je eine c-Kit+ Zellpopulation: rot, große dendritische Zellen; blau, kleine kaum-
dendritische Zellen und gelb, mittelgroße gering-dendritische Zellen. C-Kit: 
Rezeptortyrosinkinase Kit; M: Haarmatrix; ORS: Bulbäre äußere Wurzelscheide. 

 

Die Identifizierung und Quantifizierung der melaninbildenden c-Kit+ Zellen erfolgten 

anhand der c-Kit/gp100 Doppel-IF (siehe Abbildung 3.16). Die dendritische Zellpopulation 

der zentralen Matrix (1) bestand fast ausschließlich aus c-Kit+/gp100+ Zellen. Die kaum-

dendritische Zellpopulation der proximalen ORS (2) bestand nur aus c-Kit+/gp100- Zellen. 

Die gering-dendritische Zellpopulation (3) der inneren und proximalen Matrix bestand aus 

c-Kit+/gp100+ und c-Kit+/gp100- Zellen.  
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Abbildung 3.16 Die bulbären c-Kit+ Zellpopulationen sind melanozytärer Herkunft.  

An paraffinierten mikrodissezierten kultivierten HF wurden in der c-Kit/gp100 Doppel-
Immunfluoreszenzfärbung die Expressionsmuster der drei c-Kit+ Zellpopulationen aus 
Abbildung 3.15 analysiert. Repräsentative Aufnahme. Balken 25 µm. Die Pfeile weisen auf 
die c-Kit+ Zellpopulationen: rot, c-Kit+/gp100+ dendritische Melanozyten; blau, kaum-
dendritische ausschließlich c-Kit+ Zellen melanozytäre Vorläuferzellen und gelb, 
mittelgroße gering-dendritische c-Kit+/gp100- und c-Kit+/gp100+ melanozytäre 
Vorläuferzellen. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; M: Haarmatrix; ORS: Bulbäre äußere 
Wurzelscheide. 

 

Die qualitative Auswertung von Morphologie und Antigenexpression ergab, dass die c-

Kit+ Zellpopulation (1) aus melanotischen Melanozyten und die Zellpopulation (2) 

ausschließlich aus nicht-melanotischen melanozytären Vorläuferzellen besteht. Die 

Zellpopulation (3) umfasste eine Transitpopulation aus melanotischen Melanozyten und 

nicht-melanotische melanozytäre Vorläuferzellen. 

Zusammengefasst identifizierte die Untersuchung die bulbären Melanozytenpopulationen 

(siehe Abbildung 1.6). Die bisher publizierten Untersuchungen zu diesen Zellpopulationen 

beschränken sich auf die Beschreibung der groben Morphologie und der 

Expressionsprofile einzelner Antigene (Kauser et al., 2004; Kauser et al., 2005; Tobin und 

Kauser, 2005; Kauser et al., 2006).   
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3.6.4 VIP erhöht den Anteil melanozytärer Vorläuferzellen 

Im Rahmen der qualitativen Analyse der c-Kit/gp100 Doppel-IF stellte sich Frage, ob die 

Behandlung mit VIP den Anteil der nicht-melanotischen melanozytären Vorläuferzellen 

beeinflusst. In den Gewebeproben aus Kapitel 3.6.3 erfolgte die Quantifizierung der c-

Kit+/gp100- Zellen (siehe Kapitel 2.8.8 und Abbildung 3.17). 

Die Behandlung mit VIP führte zu einer Erhöhung des Anteil der c-Kit+/gp100- Zellen 

proximal und distal der AL (siehe Abbildung 3.17.A). 

 

Abbildung 3.17 VIP erhöht den Anteil nicht-melanotischer Melanozyten.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. 
Repräsentative Aufnahmen. Die Pfeile deuten auf: rot, dendritische, melanotische 
Melanozyten; blau, kaum-dendritische melanotische Vorläuferzellen; gelb, Transit-
population mit melanotischen und nicht-melanotischen Vorläuferzellen. Balken 50 µm. 
N=28-43 Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM; **p<0,01, ***p<0,001. P 
wurde mit dem zweiseitigen t-Test (proximal AL) und mit dem Mann-Whitney-U-Test 
(distal AL) berechnet. Es wurden nur die Signifikanzwerte innerhalb einer 
Behandlungsgruppe dargestellt. AL: Aubersche Linie; c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; 
n: Anzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoaktives 
intestinales Peptid.  
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Die Ergebnisse ergänzen die detaillierte Beschreibung von Morphologie und Verteilung 

der melanozytären Zellen im Bulbus (siehe Kapitel 3.6.3.). Es wurde gezeigt, dass die 

Behandlung mit VIP zur Erhöhung der Anzahl bulbärer melanozytärer Zellen führt (siehe 

Abbildung 3.12 und Abbildung 3.14). Die differenzierten Betrachtungen der 

melanozytären Subpopulationen zeigten, dass sich sowohl die Zahl melanotischer 

Melanozyten (siehe Abbildung 3.13), als auch nicht-melanotischer melanozytärer 

Vorläuferzellen (siehe Abbildung 3.17) steigerte. Es wurde geschlussfolgert, dass VIP die 

Proliferation und Differenzierung nicht-melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen 

stimuliert. 

 

 

3.6.5 VIP erhöht die Proliferationsrate c-Kit positiver Zellen des 

Haarbulbus 

Die Behandlung mit VIP erhöhte die Anzahl bulbärer melanotischer und nicht-

melanotischer melanozytärer Zellen. Es wurde geschlussfolgert, dass die erhöhte Zellzahl 

durch eine erhöhte Proliferationsrate der nicht-melanotischen melanozytären 

Vorläuferzellen bedingt ist. Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP behandelt, mit 

c-Kit/Ki-67 Doppel-IF gefärbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet (Abbildung 

3.18). 

Die Behandlung mit VIP führte zu einer Erhöhung des prozentualen Anteils der c-Kit+/Ki-

67+ Zellen proximal und distal der AL (siehe Abbildung 3.18.A) 
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Abbildung 3.18 VIP erhöht den Anteil von c-Kit+/Ki-67+ Zellen an allen c-Kit+ Zellen.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit c-Kit/Ki-67 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. 
Repräsentative Aufnahmen. Balken 50 µm. Die Pfeile deuten auf c-Kit+/Ki-67+ Zellen. 
N=27-41 Haarfollikel von 3 Patientinnen. **p<0,01. Mittelwert ± SEM. P wurde mit dem 
Mann-Whitney-U-Test berechnet. Es wurden nur die Signifikanzwerte innerhalb einer 
Region dargestellt. AL: Aubersche Linie; c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; n: Zellzahl; 
p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoaktives intestinales 
Peptid. 

 

Zusammengefasst führte die erhöhte Verfügbarkeit von VIP zu einer vermehrten 

Proliferationsrate melanozytärer Zellen sowohl proximal als auch distal der AL. Die 

proliferative Aktivität melanotischer Melanozyten ist aufgrung ihrer fortgeschrittenen 

Differenzierung sehr gering (Tobin, 2011). Daher wurde auf die immunhistochemische 

Identifikation proliferierender melanotischer Melanozyten (c-Kit+/gp100+/Ki67+) 

verzichtet und geschlussfolgert, dass sich die erhöhte Proliferationsrate auf die 

Subpopulation der nicht-melanotischen melanozytären Vorläuferzellen bezieht.   

Kontrollgruppe VIP 0,3 µmol/L 

 

A 

B c-Kit+/Ki-67+ 
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3.6.6 VIP erhöht die Tyrosinaseaktivität 

Es wurde gezeigt, dass die Behandlung mit VIP zu einer erhöhten Anzahl melanotischer 

Melanozyten führte. Es wurde vermutet, dass die Melanogenese durch VIP gefördert 

wird. HF wurden mit VIP behandelt, die Tyrosinaseaktivität wurde visualisiert und 

immunhistomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.19). 

Die Behandlung mit VIP führte zu einer erhöhten Tyrosinaseaktivität im Bulbus (siehe 

Abbildung 3.19.A). Demnach wird die follikuläre Melanogenese durch die Behandlung mit 

VIP stimuliert.  

Es wurde geschlussfolgert, dass VIP den bulbären Melaningehalt erhöht. 

 

Abbildung 3.19 VIP erhöht die Tyrosinaseaktivität.  

In mikrodissezierten, kultivierten, mit vasoaktivem intestinalen Peptid behandelten 
Haarfollikeln wurde die Tyrosinaseaktivität mittels Tyramid Signal Amplifikationsmethode 
dargestellt und ausgewertet. Repräsentative Aufnahmen. Balken 50 µm. N=35-36 
Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. *p<0,05. P wurde mit dem 
zweiseitigen t-Test berechnet. VIP: Vasoaktives intestinales Peptid.  

Kontrollgruppe VIP 0,3 µmol/L 

 B C Tyrosinaseaktivität 

A 
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3.6.7 VIP verändert den Melaningehalt nicht 

Die Behandlung mit VIP führte zu einer erhöhten Anzahl melanotischer Melanozyten 

(siehe Abbildung 3.13) und zu einer gesteigerten Tyrosinaseaktivität (siehe Abbildung 

3.19). Es wurde vermutet, dass der bulbäre Melaningehalt erhöht ist. Mikrodissezierte HF 

wurden kultiviert, mit VIP behandelt, mittels Fontana-Masson-Färbung gefärbt und 

histomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.20).  

Die Behandlung mit VIP führte zu keiner signifikanten Änderung der Melaninintensität 

(siehe Abbildung 3.20.A).  

Die Ergebnisse zeigten, dass der Melaningehalt trotz stimulierter Melanogenese nach 

einer Therapiedauer von zwei Tagen nicht erhöht war.  

 

Abbildung 3.20 VIP beeinflusst den bulbären Melaningehalt nicht.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit Fontana-Masson-Färbung gefärbt und ausgewertet. Repräsentative 
Aufnahmen. Balken 50 µm. N=58-75 Haarfollikel von 5 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. 
*p<0,05. P wurde mit dem zweiseitigen t-Test berechnet. P: Signifikanzwert; 
SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoakitives intestinales Peptid. 
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4 Diskussion 

4.1 Einleitende Bemerkungen 

Perifollikuläre Nervenfasern schütten zahlreiche Neuropeptide aus (Peters et al., 2001; 

Roosterman et al., 2006), die sich als Modulatoren der follikulären Biologie erwiesen 

haben (Peters et al., 2007; Samuelov et al., 2012a). Ziel dieser Studie ist es gewesen, die 

Biomodulation follikulärer Melanozyten und Keratinozyten durch das Neuropeptid VIP zu 

beschreiben und neue, klinisch relevante Therapieansätze aufzudecken.  

Die spezifischen Fragestellungen dieser Arbeit aus Kapitel 1.5 können nun beantwortet 

werden. 

1) VIP wird in perifollikulären Nervenfasern, Mastzellen und Lymphozyten exprimiert. 

Das follikuläre Epithel zeigt keine VIP-Proteinexpression (siehe Abbildung 3.2). 

2) Die VIP-Rezeptoren VPAC1 und VPAC2 werden in den Kompartimenten Bulbus, bulge 

und Infundibulum am stärksten exprimiert. Die Intensität der VPAC1-Expression ist im 

proximalen Bulbus und der suprabulbären IRS am höchsten. Die Intensität der VPAC2-

Expression ist im proximalen Bulbus und der Basalzellschicht der ORS am höchsten 

(siehe Abbildung 3.3). VPAC1 ist der vorherrschende follikuläre Rezeptor. Dies gilt 

nicht für die suprabulbäre ORS. Hier ist im direkten Vergleich VPAC2 der 

vorherrschende VIP-Rezeptor (siehe Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5). 

3) Die Behandlung mit VIP reduziert die endogene Expression von VIP und VPAC1 nach 

dem Prinzip der negativen Rückkopplung. VPAC2 unterliegt keiner negativen 

Regulation durch exogen zugeführtes VIP (siehe Abbildung 3.6 und Abbildung 3.7). 

4) VIP reduziert die Proliferationsrate von Matrixkeratinozyten in der Anagen VI Phase 

des HF (siehe Abbildung 3.8). 

5) VIP erhöht die Expression der keratinozytären Stammzellmarker CK15 und CK19 in der 

proximalen suprabulbären ORS (siehe Abbildung 3.9). 

6) VIP fördert die Anagen-Katagen-Transformation. Allerdings führt die Behandlung mit 

VIP im verwendeten Kulturzeitraum zu keiner signifikanten Veränderung des 

Haarwachstums (siehe Abbildung 3.10 und Abbildung 3.11). 
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7) VIP erhöht sowohl die Anzahl melanotischer Melanozyten als auch nicht-

melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen (siehe Abbildung 3.13 und Abbildung 

3.17). Die Proliferation der melanozytären Vorläuferzellen wird durch VIP stimuliert 

(siehe Abbildung 3.18). 

8) Die VIP stimuliert die Tyrosinaseaktivität und erhöht die Anzahl der Zellen, welche 

Schlüsselproteine der follikulären Melanogenese exprimieren (c-Kit, gp100 und MITF). 

Im verwendeten Kulturzeitraum führte die Behandlung mit VIP zu keiner signifikanten 

Veränderung des Melaningehaltes (siehe Abbildung 3.12 bis Abbildung 3.14 sowie 

Abbildung 3.19 und Abbildung 3.20). 

 

 

4.2 Verwendete Methoden 

In der vorliegenden Studie sind Proben temporaler und okzipitaler Kopfhaut von 

insgesamt 17 Frauen mit einem Alter von 42-69 Jahren verwendet worden. Die Frauen 

sind klinisch gesund und anamnestisch ohne Vormedikation gewesen. Pro Zielparameter 

sind drei bis fünf Kulturen mit jeweils 25-75 HF ausgewertet worden. Mit dieser über dem 

Standard liegenden Menge von HF (Langan et al., 2015) sind valide Ergebnisse generiert 

worden, trotz physiologisch vorhandener interindividueller Unterschiede. 

Nichtsdestotrotz ist nur eine eingeschränkte Generalisierbarkeit der Ergebnisse auf 

Kopfhaarfollikel mittelalter und alter Frauen vertretbar. Vor klinischer Anwendung ist 

daher eine vergleichende Studie mit Donoren im krankheitsrelevanten und 

therapierelevanten Alter zwingend erforderlich. Idealerweise würden HF von Männern 

bei Folgeversuchen integriert und als Subgruppe analysiert werden. 

Die spezifischen Fragen beziehen sich insbesondere auf den proximalen Teil des HF, 

sodass mikrodissezierte HF für die Versuche verwendet worden sind. Die HF-Kultivierung 

ist nach den aktuellen Standards erfolgt (Langan et al., 2015), die auf den Prinzipien von 

Philpott et al. basieren (Philpott et al., 1994). In dieser Studie ist die Behandlung der HF 

mit einer VIP-Konzentration von 0,3 µmol/L VIP erfolgt. Es ist nur eine VIP-Dosis 

verwendet worden, da das Studienziel darin bestanden hatte die Wirkung von VIP auf die 

Biologie follikulärer Keratinozyten und Melanozyten zu erforschen. Die Dosisabhängigkeit 
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der Auswirkungen von VIP und anderen Neuropeptiden ist bekannt und wird sich auch 

auf die in dieser Studie entdeckten Wechselwirkungen erstrecken (Chéret et al., 2014; 

Bertolini et al., 2016b). 

Die VIP-Konzentration von 0,3 µmol/L (0,3 µmol/L = 3*10-7 mol/L) ist gewählt worden, da 

sie in publizierten Studien (Lundeberg et al., 1999; Ding et al., 2007; Chéret et al., 2014) 

und laboreigenen Vorversuchen (Bertolini et al., 2016b) gute Wirkungen gezeigt hatte. Sie 

liegt über der physiologischen VIP-Serumkonzentration von 10-12 bis 10-11 mol/L 

(Lundberg et al., 1981; Hernanz et al., 1989) und entspricht der VIP-Konzentration an 

intestinalen (10-7 mol/L) Nervenendigungen (Gaginella et al., 1978).  

Für die Untersuchung der keratinozytären und melanozytären Zielparameter ist eine eher 

kurze Kulturdauer von ingesamt 72 Stunden mit 48 Stunden Behandlungszeit nach 

24 Stunden Anpassungszeit gewählt worden. Zum einen werden in Neuropeptidstudien 

regelhaft kurze Kulturdauern verwendet (Sung et al., 1999; Peters et al., 2007), zum 

anderen reduziert eine kurze Kulturdauer die Überlagerung der therapeutischen Effekte 

mit den Auswirkungen kulturbedingter HF-Degeneration (Langan et al., 2015). Weiterhin 

steigt die Rate der Anagen-Katagen-Transformation mit der Kulturdauer, sodass eine 

kürzere Kulturdauer zu einer höheren Ausbeute von HF in der Anagen VI Phase führt 

(Langan et al., 2015). Der Nachteil einer kürzeren Kulturdauer ist, dass Auswirkungen auf 

komplex regulierte, übergeordnete Prozesse nur bei sehr starker Beeinflussung erfasst 

werden. Effekte kleineren Ausmaßes würden erst bei längerer Kulturdauer zu 

signifikanten Unterschieden führen.  

In der vorliegenden Studie sollten Expressionsmuster von Zielproteinen untersucht und 

die Morphologie von Einzelzellen beurteilt werden. Daher sind die HF bevorzugt in 

Paraffin eingebettet worden. Die Paraffinierung ermöglicht eine Schnittdicke von 4 µm, 

die im Vergleich zu den 6 µm starken Schnitten kryofixierter Gewebe entscheidende 

Vorteile aufweist. Durch die geringere Schnittdicke sind mehr Gewebeschnitte gewonnen 

worden, die alle follikulären Kompartimente enthalten haben. Weiterhin hat eine 

geringere Schnittdicke eine bessere mikroskopische Beurteilbarkeit der Morphologie von 

Einzelzellen ermöglicht (siehe Abbildung 4.1). Nachteilig an der Einbettung in Paraffin ist 

ein deutlich größerer materieller und zeitlicher Aufwand (siehe Kapitel 2.3.4). Zusätzlich 

hat die Mehrheit der immunhistochemischen und histochemischen Färbungen für 
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paraffinierte HF separat etabliert werden müssen. Bei der Tyrosinaseaktivität ist dies 

nicht gelungen, sodass kryofixierte HF mit einer Schnittdicke von 6 µm verwendet worden 

sind (vergleiche Han et al. 2002). 

 

Abbildung 4.1 Vergleich der Bildqualität nach Paraffinierung und Kryofixierung.  

Die Einbettung in Paraffin (A) ermöglicht eine bessere Darstellung filigraner zellulärer 
Strukturen als die Kryofixierung (B). Mikrodissezierte, kultivierte Haarfollikel wurden mit 
c-Kit-Immunfluoreszenz gefärbt. Repräsentative Aufnahmen. Die Pfeile deuten auf 
dendritische Melanozyten und melanozytäre Vorläuferzellen. Balken 50 µm. c-Kit: 
Rezeptortyrosinkinase Kit. 

 

Wenn möglich, sind für die histomorphometrischen und immunhistomorphometrischen 

und Auswertungen sind, publizierte Richtlinien oder wiederholt publizierte Methoden 

verwendet worden. Solche „Standards“ existieren für die Haarzyklusphasen, das 

Haarwachstum, die Ki-67/TUNEL Doppel-IF, den Melaningehalt und die 

Tyrosinaseaktivität (Klöpper et al., 2013b; Hardman et al., 2015; Langan et al., 2015).  

In der suprabulbären ORS orientieren sich die publizierten Referenzareale an 

anatomischen Leitstrukturen und den mikroskopischen Feldern. Allerdings unterscheiden 

sich Größe und Lage der Referenzareale zwischen den Publikationen. Weiterhin sind 

Rechtecke als Begrenzung der Referenzareale verwendet worden, sodass Teile anderer 

Zellkompartimente wie CTS oder IRS innerhalb der Messbereiche lagen (Ramot et al., 

2010; Ramot et al., 2013; Fischer et al., 2014). Die publizierten Referenzareale der IRS 

Paraffinierter Haarfollikel Kryofixierter Haarfollikel 

 B c-Kit A 
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sind den gleichen Prinzipien gefolgt (Samuelov et al., 2012b). In dieser Studie ist ein 

standardisiertes, möglichst großes Referenzareal verwendet worden, das flexibel an die 

Anatomie der jeweiligen HF angepasst worden ist (siehe Abbildung 2.9). 

Die Auswertung der bulbären Zielstrukturen ist in zwei klar definierten Referenzarealen 

erfolgt (siehe Abbildung 2.8). Allerdings orientierte sich die äußere Grenze flexibel an der 

individuellen anatomischen Begrenzung des Bulbus. In Summe haben beide 

Referenzareale die gesamte Fläche des Bulbus einbezogen (siehe Abbildung 1.6). Diese 

neue Methode ist wegen der Verteilung der melanozytären Vorläuferzellen in der 

Basalzellschicht der bulbären ORS notwendig gewesen. Sie hat sich deutlich von den 

publizierten rechteckigen Referenzarealen unterschieden (Gáspár et al., 2011; Langan et 

al., 2013). Zur Validierung der neu definierten bulbären Referenzareale ist die 

Übereinstimmung der Kontrollgruppe mit der physiologischen Verteilung überprüft 

worden (siehe Abbildung 9.1 bis Abbildung 9.4). 

Das Referenzareal der DP ist entlang der individuellen anatomischen Grenze definiert 

worden, entsprechend der gängigen Praxis (Samuelov et al., 2012b).  

Vor Auswertung der Färbungen ist anhand des Expressionsmusters der jeweiligen 

Zielantigene definiert worden, ob die IR oder die Zellzahl bestimmt werden sollte (siehe 

Kapitel 2.8.1).  

 

 

4.3 Expressionsmuster von VIP und seinen Rezeptoren 

Es ist bekannt, dass HF von einem dichten Netz von Nervenfasern umgeben sind (siehe 

Abbildung 1.4). VIP wird von kutanen Nervenfasern (Fahrenkrug, 1989; Pincelli et al., 

1990), Leukozyten und Mastzellen exprimiert (Pincelli et al., 1992; Kulka et al., 2008). Bei 

den bis dato veröffentlichten Studien ist nie der HF im Fokus gewesen, sodass wir das 

Expressionsmuster von VIP erneut untersucht haben. In gesunder Kopfhaut ist gezeigt 

worden, dass sich in der CTS VIP-erge Nervenfasern und VIP-exprimierende Mastzellen 

befinden (siehe Abbildung 3.2). Perifollikuläre Lymphozyten exprimieren ebenfalls VIP, 

hingegen wird im follikulären Epithel kein VIP exprimiert. Daraus ist geschlussfolgert 
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worden, dass eine direkte Beeinflussung der follikulären Biologie durch VIP endokrin aus 

Nervenfasern und parakrin aus Zellen der CTS möglich ist.  

Die kutane Verteilung der VIP-Rezeptoren wurde bisher bei VPAC1 auf Proteinebene in 

unbehaarter Haut (Seeliger et al., 2010) und bei VPAC2 in behaarter Haut auf mRNS-

Ebene (Fischer et al., 2001) untersucht. Noch nie ist das follikuläre Expressionsmuster von 

VPAC1 und VPAC2 auf Proteinebene beschrieben worden. Unsere Ergebnisse haben 

gezeigt, dass VPAC1 auf Genebene und Proteinebene der vorherrschende follikuläre VIP-

Rezeptor ist (siehe Abbildung 3.1 und Abbildung 3.4). Darin besteht Übereinstimmung mit 

Publikationen, die sich auf die Epidermis (Kakurai et al., 2001) oder unbehaarte Haut 

(Seeliger et al., 2010) beziehen. Im direkten Vergleich der VIP-Rezeptoren wurde gezeigt, 

dass VPAC2 in der suprabulbären ORS relativ überexprimiert wird, wohingegen VPAC1 in 

der suprabulbären IRS relativ überexprimiert wird (siehe Abbildung 4.2). 

 

Abbildung 4.2 Vergleich der VIP-Rezeptorexpression.  

Schematische Darstellung. Abbildung A ist aus 6 Einzelaufnahmen zusammengesetzt. 
Abbildung B ist ein Ausschnitt aus Abbildung A. Balken 50 µm. Die Farbintensität ist ein 
Maß für die Expression der Rezeptoren 1 und 2 des vasoaktiven intestinalen Peptids. 
Schwarz: Äußere Wurzelscheide, Rot: Innere Wurzelscheide; Weiß: Haarschaft; 
Gelb: Haarbulbus; Blau: Dermale Papille. VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2. 

 

Die höhere Intensität der VIP-Rezeptorexpression in den äußeren follikulären 

Kompartimenten (siehe Abbildung 4.2) und die fehlende VIP-Expression des follikulären 

B 

VPAC1 A VPAC2 
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Epithels passen zur Beeinflussung durch eine perifollikuläre VIP-Quelle. Folglich hat die 

Erhöhung der dermalen VIP-Konzentration therapeutische Relevanz. Denkbar wäre die 

intravenöse oder topische Applikation von VIP.  

Die physiologische Relevanz der erhöhten Intensität der Expression von VPAC1 in der 

suprabulbären IRS ist unklar. Sie ist möglicherweise eine Folge der physiologischen 

Zellverdichtung im Rahmen der HS-Keratinisierung. Demnach wäre die VPAC1-

Überexpression in der suprabulbären IRS kein funktionell relevanter Teil der Signalwege 

des VIP. 

Die beschriebenen Verteilungsmuster passen zur Biochemie der transmembranösen VIP-

Rezeptoren. VPAC1 wird konstitutiv und in zahlreichen humanen Geweben exprimiert. So 

wird VPAC1 auch follikulär in allen Kompartimenten exprimiert. VPAC2 hingegen ist 

induzierbar (Laburthe et al., 2002, Moody et al., 2011) und wird follikulär eher selektiv 

exprimiert. Pharmakologische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Signaltransduktion 

von VPAC1 und VPAC2 über die Signalwege der Proteinkinase A und der Phospholipase C 

erfolgt (Laburthe et al., 2002). Somit gibt es zwischen VPAC1 und VPAC2 keinen 

relevanten Unterschied in der postrezeptorischen Signaltransduktion. Es ist biochemisch 

schlüssig, dass die Wirkung von VIP in erster Linie über den konstitutiv exprimierten 

VPAC1 erfolgt. Die zusätzliche Expression von VPAC2 führt demnach zu einer 

Überstimulation der Signalwege, die durch VPAC1 bereits stimuliert sind. 

Zusammengefasst zeigt die Expression von VPAC2 Kompartimente an, die eine besonders 

hohe VIP-Sensitivität aufweisen. Am Beispiel des HF bedeutet diese Folgerung, dass die 

Wirkung von VIP im Allgemeinen über den vorherrschend exprimierten VPAC1 erfolgt. 

Allerdings erhöht die Expression von VPAC2 die VIP-Sensitivität in den follikulären 

Kompartimenten, die entweder in räumlicher Nähe zur perifollikulären Nervenfasern 

liegen oder möglicherweise funktionell besonders relevante Effektoren sind. 

Diese These zu bestätigen ist nicht Teil der vorliegenden Studie gewesen. Mit einem 

selektiven VPAC1-Antagonisten wie PG97-269 könnte, bei gleichzeitiger Behandlung mit 

VIP, zwischen den über VPAC1 und VPAC2 vermittelt Effekten unterschieden werden 

(Harmar et al., 2012).  
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4.4 Einfluss von VIP auf die VIP-erge Neuroendokrinologie 

Das Ausmaß der kutanen Innervation ist modulierbar und hat klinische Relevanz. So steigt 

die Anzahl VIP-erger kutaner Nervenfasern im Alter (Pilkington und Barron, 2018) oder 

führt die Behandlung neugeborener Ratten mit Capsaicin zu einer Rarefizierung und 

Verkürzung kutaner Nervenfasern (Martínez-Martínez et al., 2012). Dyshidrose und 

Wundheilungsstörungen sind kutane Manifestationen des Morbus Parkinson (eine 

neurodegenerative Erkrankung). Sie sind in Teilen durch eine verminderte Dichte kutaner 

Nervenfasern und eine reduzierte Expression von VIP bedingt (Kawada et al., 2009; Beitz, 

2013). Folglich scheint die Substitution von Neuropeptiden eine pathophysiologisch 

relevante Therapiestrategie zu sein (Chéret et al., 2014; Verma et al., 2017). 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit VIP zu einer negativen Feedback-

Regulation der endogenen VIP-Synthese und der Expression von VPAC1 führt. VPAC2 ist 

von der Regulation ausgenommen (siehe Abbildung 3.6 und Abbildung 3.7). 

Interessanterweise ist in pharmakologischen Studien an Geweben von Nagetieren oder 

humanen Karzinomzelllinien gezeigt worden, dass die Behandlung mit VIP zu einer 

Desensitivierung und Internalisierung von VPAC1 führt (Laburthe und Couvineau, 2002). 

Für VPAC2 hat es nach Angaben des Autors nur eine Publikation gegeben, die eine 

Desensitivierung gezeigt hätte (Laburthe und Couvineau, 2002). Unsere Ergebnisse passen 

zu den pharmakologischen Studien und bestätigen, dass im humanen mikrodissezierten 

kultivierten HF eine negative Feedback-Regulation von VPAC1 besteht. 

Diese Daten stehen im scheinbaren Gegensatz zu Ergebnissen von Kakurai et al., die an 

Keratinozyten der Plattenepithelkarzinom-Zelllinie DJM-1 gezeigt haben, dass die 

Behandlung mit VIP zu einer Erhöhung der Genexpression von VPAC1 führt (Kakurai et al., 

2001). Die Autoren haben die Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse jedoch selbst 

eingeschränkt. So zeigen die potentiell klinisch relevanten, kultivierten epidermalen 

Keratinozyten im Vergleich zu den kultivierten DJM-1 Zellen eine verringerte 

Genexpression der VIP-Rezeptoren und ein abweichendes VIP-Rezeptorprofil. 

Bei der Autoimmunerkrankung Alopecia areata ist die follikuläre Expression von VPAC1 

und VPAC2 vermindert, wobei die Biologie der HF dennoch durch VIP beeinflussbar ist 

(Bertolini et al., 2016b). Es ist geschlussfolgert worden, dass sich VIP oder stabilere VPAC-

Agonisten als potentielle Therapeutika eignen. Wir möchten anhand der vorliegenden 
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Ergebnisse ergänzen, dass bei Studien mit VIP oder VIP-Analoga die Pharmakodynamik 

Beachtung verdient. Aufgrund der negativen Feeback-Regulation von VIP und VPAC1 

könnte sich die Wirkung bei einer Dauertherapie vermindern. Interessanterweise könnten 

bereits kurze wirkstofffreie Intervalle könnten die negative Feedback-Regulation mindern 

oder aufheben. So führen nach Wirkabschwächung nitrathaltiger Medikamente bei einer 

Dauertherapie bereits wirkstoffreie Intervalle von 12 Stunden zur Wiederherstellung der 

vollen Wirkstärke (Elkayam et al., 1991). 

 

 

4.5 Einfluss von VIP auf Haarzyklus und Haarwachstum 

Die Rolle von VIP bei neuroinflammatorischen Erkrankungen wie allergisches Asthma 

bronchiale (Verma et al., 2017), atopische Dermatitis (Voisin et al., 2017) oder Psoriasis 

(Choi und Di Nardo, 2018) ist in zahlreichen Studien untersucht worden. Beispielweise ist 

nachgewiesen, dass VIP die Proliferation epidermaler Keratinozyten fördert (Kakurai et 

al., 2001; Chéret et al., 2014), zur Degranulation epidermaler Mastzellen führt (Kulka et 

al., 2008) sowie die Differenzierung von Th1-Zellen hemmt und Th2-Zellen stimuliert 

(Delgado und Ganea, 2013). Bisher ist nicht untersucht worden, ob diese Effekte auch in 

den Hautanhangsgebilden hervorgerufen werden. 

Die Behandlung mit VIP führt zu einer verminderten Proliferationsrate der 

Matrixkeratinozyten (siehe Abbildung 3.8) und zu einer Förderung der Anagen-Katagen-

Transformation (siehe Abbildung 3.10), wobei sich das Haarwachstum nach sieben 

Kulturtagen nicht von der Kontrollgruppe unterschieden hat (siehe Abbildung 3.11).  

Die Ergebnisse passen zu den bisher bekannten Auswirkungen, die Neuropeptide auf HF 

haben. Sowohl Substanz P (SP) (Peters et al., 2007), als auch das Peptid des 

Calcitoningens (CGRP) (Samuelov et al., 2012a) fördern die Anagen-Katagen-

Transformation. Im Vergleich scheint das Ausmaß der Katageninduktion bei VIP am 

geringsten, denn anders als SP hat VIP nicht zur Inhibition des Haarwachstums geführt 

(Peters et al., 2007). Bei Therapie mit CGRP hat ein HCS von etwa 200 bestanden 

(Samuelov et al., 2012a), wobei er nach Behandlung mit VIP bei etwa 170 gelegen hat 

(siehe Abbildung 3.10.A).  
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Beim Vergleich der genannten Studien ist zu beachten, dass in Peters et al. die Inhibition 

des Haarwachstums bereits bei einer Kulturdauer von drei Tagen bestanden hat (Peters et 

al., 2007). In Samuelov et al. ist der HCS nach den gleichen Standards ausgewertet 

worden wie in dieser Arbeit, jedoch bleibt unklar, ob die Daten sich auf eine Kulturdauer 

von fünf Tagen oder sieben Tagen beziehen (Samuelov et al., 2012a). Die Bestimmung der 

Proliferationsrate mittels Ki-67/TUNEL Doppel-IF ist sowohl bei Peters et al. als auch bei 

Samuelov et al. zur Unterscheidung der Haarzyklusphasen verwendet worden. Es wurden 

HF aller Haarzyklusphasen in die Auswertung einbezogen. Die nachgewiesene Reduktion 

der Proliferationsrate bezieht sich demnach auf die physiologischen zellulären Prozesse 

der Anagen-Katagen-Transformation (siehe Kapitel 1.2.2). In der vorliegenden Studie sind 

ausschließlich HF in der Anagen VI Phase ausgewertet worden. Die nachgewiesene 

Reduktion der Proliferationsrate (siehe Abbildung 3.8) beschreibt daher die Wirkung von 

VIP und ist unbeeinflusst von der Physiologie der Anagen-Katagen-Transformation. 

Interessanterweise steht die durch VIP hervorgerufene Inhibition der Proliferationsrate 

von Matrixkeratinozyten im Gegensatz zu der nachgewiesenen Stimulation der 

Proliferationsrate epidermaler Keratinozyten (Chéret et al., 2014).  

Die Ergebnisse beweisen, dass sich die Regulationsmechanismen epidermaler und 

follikulärer Keratinozyten, trotz gemeinsamen ontogenetischen Ursprungs, 

unterscheiden. Es ist vermutet worden, dass VIP wie in der Epidermis stimulierend auf 

follikuläre Keratinozyten wirkt, wobei gleichzeitig ein Milieu geschaffen wird, das Prozesse 

der Anagen-Katagen-Transformation initiiert und dadurch in Summe zur Inhibition der 

Matrixkeratinozyten führt. Es ist gezeigt worden, dass VIP die keratinozytäre Sekretion 

proinflammatorischer Zytokine stimuliert (Kakurai et al., 2001), die ihrerseits die Anagen-

Katagen-Transformation fördern (siehe Abbildung 1.3). 

Die These der stimulierenden Wirkung von VIP auf follikuläre Keratinozyten wird gestützt 

durch die nachgewiesene Stimulation der keratinozytären Vorläuferzellen in der 

suprabulbären Region (siehe Abbildung 3.9). Zur differenzierten Überprüfung dieser 

These könnte in weiterführenden Exprimenten die Proliferationsrate der CK15+ und 

CK19+ Zellen in der suprabulbären ORS bestimmt werden. Weiterhin sollten die 

Auswirkungen von VIP ohne den Einfluss des zellulären Immunsystems untersucht 

werden, um den Einfluss des proinflammatorischen Milieus zu minimieren. Dazu könnten 
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isolierte keratinozytären Vorläuferzellen der suprabulbären ORS (Aasen und Izpisua 

Belmonte, 2010) oder isolierte Matrixkeratinozyten (Al-Tameemi et al., 2014) verwendet 

werden.  

Trotz einer ausgeprägten zellulären Modulation der Keratinozytenbiologie, ist das 

Haarwachstum unter Kulturbedingungen unbeeinflusst geblieben (siehe Abbildung 3.11). 

Der fehlende Nachweis eines reduzierten Haarwachstums, trotz reduzierter 

Proliferationsrate der Matrixkeratinozyten und Förderung der Anagen-Katagen-

Transformation, könnte die oben genannte These der maskierten Stimulation follikulärer 

Keratinozyten durch VIP stützen. Weiterhin könnte die eher kurze Kulturdauer von sieben 

Tagen verantwortlich sein, dass die bestehenden Unterschiede noch nicht deutlich genug 

sind, um das Signifikanzniveau zu erreichen (siehe Kapitel 4.2). 

Das Modell der kultivierten mikrodissezierten HF ist seit mehr als 25 Jahren etabliert 

(Westgate et al., 1993) und liefert valide Ergebnisse. Nichtsdestotrotz unterscheiden sich 

die Kulturbedingungen in vitro deutlich von den Wachstumsbedingungen in vivo (Langan 

et al., 2015). Starke Modulatoren, wie SP, führen bereits unter Kulturbedingungen zu 

signifikanten Veränderungen der zellulären follikulären Biologie und des Haarwachstums. 

Andere vermeintlich weniger potente Modulatoren führen zu signifikanten zellulären 

Veränderungen, jedoch bleibt der klinische relevante Parameter des Haarwachstums 

unbeeinflusst. So ist bekannt, dass anhaltende Veränderungen des 

Schilddrüsenhormonspiegels im Blut zu klinisch sichtbaren Veränderungen der 

Haarfollikel führen (Lause et al., 2017). Unter Kulturbedingungen ist gezeigt worden, dass 

Veränderungen des Schilddrüsenhormonspiegels zur signifikanten Beeinflussung der 

Proliferationsrate von Matrixkeratinozyten und der Rate der Anagen-Katagen-

Transformation führen. Allerdings ist das Haarwachstum, selbst im Vergleich zur absolut 

hypothyreoten Kontrollgruppe, nicht signifikant verändert gewesen (Van Beek et al., 

2008). Für die vorliegenden Ergebnisse lässt sich schlussfolgern, dass eine klinisch 

relevante Modulation der keratinozytären Biologie durch VIP bestehen kann, auch wenn 

unter Kulturbedingungen die deutlichen zellulären Veränderungen nicht zu einer 

signifikanten Modulation des Haarwachstums geführt haben.  
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4.6 Einfluss von VIP auf die Haarfollikelpigmentierung 

In Zellkulturen ist nachgewiesen worden, dass Neuropeptide wie SP die Melanogenese 

beeinflussen (Park et al., 2015). Abgesehen von der Physiologie des Haarzyklus (Peters et 

al., 2007; Samuelov et al., 2012a), ist in humanen HF der Einfluss von Neuropeptiden auf 

die Melanogenese bisher nicht untersucht worden. In Vorversuchen ist eine Verstärkung 

der follikulären c-Kit-Expression durch VIP beobachtet worden, sodass nicht nur der 

Einfluss von VIP auf die Melanogenese, sondern auch auf die Biologie follikulärer 

Melanozyten untersuchten werden sollte. 

Zur standardisierten Betrachtung der follikulären Melanogenese ist die Analyse folgender 

Zielstrukturen etabliert: des zentralen melanozytären Transkriptionsfaktors MITF, des 

prämelanosomalen Proteins gp100, des Schlüsselenzyms der Melanogenese Tyrosinase 

und des Stoffwechselendproduktes Melanin (Gáspár et al., 2011; Samuelov et al., 2013; 

Hardman et al., 2015). Zur detaillierten Beschreibung melanozytärer Vorläuferzellen ist 

die Rezeptortyrosinkinase c-Kit ergänzt worden (siehe Kapitel 2.8.8). 

 

Die Behandlung mit VIP stimuliert die zellulären Prozesse der Melanogenese. Die Anzahl 

von MITF+ Zellen (siehe Abbildung 3.12), gp100+ Zellen (siehe Abbildung 3.13) und die 

Tyrosinaseaktivität (siehe Abbildung 3.19) sind erhöht, wobei der Melaningehalt nicht 

beeinflusst worden ist (siehe Abbildung 3.20). Es ist vermutet worden, dass die relativ 

kurze Therapiedauer von zwei Tagen nicht ausgereicht hat, um eine signifikante 

Steigerung der komplex regulierten Melaninbildung zu bewirken. Diese Vermutung wird 

dadurch gestützt, dass auch die Behandlung des potenten SP erst nach fünf Kulturtagen 

zu einer signifikanten Steigerung der Melanogenese geführt hat (Park et al., 2015). Die in 

dieser Arbeit verwendete Therapiedauer ist gut geeignet gewesen um Veränderungen auf 

Genebene und Proteinebene zu betrachten (Kakurai et al., 2001; Peters et al., 2007; Yuan 

et al., 2016), jedoch weniger um den Effekt auf komplex regulierte übergeordnete 

Prozesse zu evaluieren (Diskussion siehe Kapitel 4.2). 

Die Stimulation der Melanogenese humaner HF durch das Neuropeptid VIP beschreibt 

einen neuen Signalweg. Es ist bekannt, dass die Stimulation der Melanogenese epidermal 

und follikulär insbesondere über den Proteinkinase A-Signalweg erfolgt und zur 
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Modulation von Regulatorproteinen wie MITF führt (siehe Abbildung 1.5). Für die 

Wirkung von SP ist dieser Signalweg in der Epidermis bestätigt worden (Park et al., 2015). 

Die VIP-Rezeptoren transduzieren über verschiedene Signalwege, von denen der 

Proteinkinase A-Signalweg der häufigste ist (Laburthe et al., 2002; Groneberg et al., 2006; 

Delgado und Ganea, 2013). In Zellkulturen der Plattenepithelkarzinomzelllinie DJM-1 ist 

gezeigt worden, dass sich der Spiegel des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) 

nach VIP-Rezeptoraktivierung erhöht, und dass dies durch VIP-Rezeptorantagonisten 

inhibierbar ist (Kakurai et al., 2001). Die darauf begründete Annahme, dass der follikuläre 

Effekt von VIP über den Proteinkinase A-Signalweg vermittelt wird, hat unsere 

Arbeitsgruppe in weiterführenden Experimenten bestätigt (Bertolini et al., 2016a). 

Auch wenn eine direkte VIP/VIP-Rezeptor-Interaktion auf follikulären Melanozyten 

plausibel erscheint, exprimieren weder melanotische Melanozyten noch melanozytäre 

Vorläuferzellen in vitro VIP oder einen der VIP-Rezeptoren (siehe Abbildung 3.2 und 

Abbildung 3.3). Bulbäre und suprabulbäre Keratinozyten zeigen eine hohe Intensität der 

Expression von VPAC1 und VPAC2 (siehe Abbildung 3.4), sodass ein parakrin vermittelter 

Signalweg wahrscheinlich ist. Keratinozyten sezernieren die Zytokine Interleukin-6 und 

Interleukin-8 (Kakurai et al., 2001), den Neurotransmitter Acetylcholin (Grando et al., 

1993) und den c-Kit Liganden Stammzellfaktor (Belleudi et al., 2010; Cho et al., 2017). Die 

vielfältige exokrine Funktion der Keratinozyten stützt die These vom parakrin vermittelten 

Signalweg, erschwert jedoch die Identifikation des Mediators.  

Im epithelialen Teil des HF wird c-Kit nur von Zellen melanozytärer Herkunft exprimiert. In 

der CTS wird c-Kit von Mastzellen und dem kapillären Endothel exprimiert (siehe 

Abbildung 4.3). Mastzellen synthetisieren VIP, exprimieren VIP-Rezeptoren, degranulieren 

nach VIP-Stimulation (Kulka et al., 2008; Delgado und Ganea, 2013) und befinden sich in 

räumlicher Nähe zu den VPAC2 exprimierenden Keratinozyten in der Basalzellschicht der 

ORS. Mastzellen beeinflussen über sezernierte Mediatoren zahlreiche Parameter der 

follikulären Biologie (Jarvikallio et al., 2003; Grace et al., 2017; Muneeb et al., 2019). Dass 

die follikuläre Pigmentbildung durch Mastzellen moduliert wird, ist bisher nicht gezeigt 

worden und scheint aufgrund der räumlichen Entfernung unwahrscheinlich. Denkbar ist 

jedoch, dass die Stimulation der keratinozytären VIP-Rezeptoren zur keratinozytären 

Sekretion von des c-Kit Liganden Stammzellfaktor führt. Dies würde zu einer parakin 
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vermittelten Stimulation der c-Kit-exprimierenden follikulären Melanozyten und 

perifollikulären Mastzellen führen. Die nachgewiesene Expression von VIP-Rezeptoren auf 

Mastzellen sowie die Sekretion von VIP durch Mastzellen würden in diesem Modell eine 

komplexe Regulation ermöglichen. 

 

Abbildung 4.3 Expression von c-Kit in Haarbulbus und suprabulbärer Region.  

Die Rezeptortyrosinkinase Kit wird follikulär in melanozytären Zellen, Mastzellen und im 
Endothel exprimiert. Repräsentative Aufnahmen. Balken 50 µm. Abbildungen A und B 
zeigen verschiedene Haarfollikel. Abbildung B ist aus 3 Einzelaufnahmen 
zusammengesetzt. Die Abbildungen C und D sind Vergrößerungen der Abbildungen A 
und B. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; Mz: Melanozyt; ORS: Äußere Wurzelscheide. 

 

Wir waren die erste Arbeitsgruppe, welche im HF bulbäre melanotische Melanozyten und 

nicht-melanotische melanozytären Vorläuferzellen quantitativ analysiert hat. Die 

Ergebnisse zeigen, dass VIP die Anzahl melanotischer Melanozyten (c-Kit+/gp100+) in der 

pigmentbildenden Zone erhöht (siehe Abbildung 3.13). Weiterhin wird im proximalen 

Bulbus die Anzahl nicht-melanotischer melanozytärer Vorläufzellen (c-Kit+/gp100-) 

erhöht. Dies ist geschlussfolgert worden, da die Anzahl der c-Kit+ Zellen erhöht ist, die 

Anzahl der gp100+ Zellen im proximalen Bulbus sich jedoch nicht relevant verändert hatte 

(siehe Abbildung 3.13 und Abbildung 3.14). In der pigmentbildenden Zone kann die 

erhöhte Anzahl von c-Kit+ Zellen nicht eindeutig einer melanozytären Subpopulation 

Haarbulbus Suprabulbäre Region 
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zugeordnet werden, da hier sowohl die Anzahl der c-Kit+ Zellen als auch die Anzahl der 

gp100+ Zellen erhöht sind.  

Zur Differenzierung der bulbären melanozytären Subpopulationen ist der Anteil nicht-

melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen (c-Kit+/gp100-) an allen melanotischen 

Zellen (c-Kit+) bestimmt worden. Es hat sich gezeigt, dass VIP den Anteil nicht-

melanotischer melanozytärer Vorläufzellen in allen Teilen des Bulbus erhöht (siehe 

Abbildung 3.17). Demnach steigert VIP in der pigmentbildenden Zone sowohl die Anzahl 

melanotischer Melanozyten als auch nicht-melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen.  

Diese Ergebnisse legen nahe, dass VIP die Proliferation und Differenzierung nicht-

melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen stimuliert. Zur Unterstützung dieser These 

ist die Proliferationsrate melanozytärer Vorläuferzellen bestimmt worden. 

Erwartungsgemäß hat die Behandlung mit VIP die Proliferationsrate nicht-melanotischer 

melanozytärer Vorläuferzellen gesteigert (siehe Abbildung 3.18). 

Dass die Behandlung mit VIP zur Rekrutierung und Differenzierung melanozytärer 

Vorläuferzellen führt ist ein hoch brisantes Ergebnis. Die klinische Anwendbarkeit könnte 

sich dabei auf kutane Erkrankungen erstrecken bei denen eine Hypopigmentierung durch 

eine reduzierte Melanozytenzahl im Vordergrund steht sowie auf Erkrankungen durch 

gering differenzierte melanotische Zellen, speziell maligne Melanome.  

Beim altersbedingten Ergrauen reduziert sich die Anzahl follikulärer melanozytärer 

Stammzellen (Nishimura et al., 2005). Bei der Autoimmunerkrankung Vitiligo resultiert die 

Depigmentierung aus einem Verlust differenzierter Melanozyten in Epidermis und HF 

(Paus, 2013; Mort et al., 2015). Bei beiden Entitäten persistieren nicht-melanotische 

melanozytäre Vorläuferzellen in der bulge und der suprabulbären ORS. An 

depigmentierter Haut von Vitiligo-Patienten ist gezeigt worden, dass nicht-melanotische 

melanozytäre Vorläuferzellen der suprabulbären ORS, proliferieren, differenzieren, in die 

Epidermis migrieren und dort die Pigmentierung wiederherstellen können (Cui et al., 

1991; Paus, 2013). 

VIP scheint ein vielversprechendes neues Therapeutikum dieser Erkrankungen zu sein, da 

es die Proliferation und Differenzierung insbesondere der follikulären melanozytären 

Vorläuferzellen stimuliert. Bei beginnendem Ergrauen von HF könnte VIP eingesetzt 
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werden, um den Krankheitsprozess zu verlangsamen und eine Repigmentierung 

anzuregen. In Vitiligo scheint die Verwendung von VIP noch erfolgsversprechender. So 

könnte VIP nicht nur residente nicht-melanotische melanozytäre Vorläuferzellen 

aktivieren, sondern ebenfalls der ursächlichen Inflammation durch seine zahlreichen 

immunmodulierenden Eigenschaften entgegenwirken (siehe Tabelle 1.2). Rork et al. 

haben geschlussfolgert, dass sich die autoimmunen Prozesse in Vitiligo und Alopecia 

areata sehr ähnlich sind (Rork et al., 2016). So unterstützen unsere Ergebnisse zur 

Wiederherstellung des follikulären Immunprivilegs durch VIP (Bertolini et al., 2016b) den 

Anspruch des VIP als potentes Therapeutikum der Vitiligo. 

Die Beeinflussung der Biologie humaner maligner Melanome durch VIP ist 

hochwahrscheinlich. So werden VIP-Rezeptoren in diversen Malignomen exprimiert 

(Schulz et al., 2004). In humanen Melanomzellinien führt VIP zu einer deutlichen 

Erhöhung des cAMP-Spiegels (Martin et al., 1989) und in der murinen Melanomzelllinie 

B16F10 fördert VIP die Melanogenese (Yuan et al., 2016). Sollte die 

proliferationssteigernde Wirkung von VIP auf follikuläre melanozytäre Vorläuferzellen 

auch bei gering differenzierten malignen Melanome bestehen, bleibt spannend, ob VIP 

nur als externer Induktor wirken kann oder sogar an der Homöostase des malignen 

Melanoms beteiligt ist. Bei Überexpression der VIP-Rezeptoren könnten sich spezifische 

Antagonisten der VIP-Rezeptoren als wertvolle Therapeutika erweisen. 

 

 

4.7 Ausblick 

Die in dieser Pilotstudie erstbeschriebene Förderung der follikulären Melanogenese mit 

Stimulierung melanozytärer Vorläuferzellen durch das Neuropeptid VIP, eröffnet ein 

weites Spektrum klinischer Anwendbarkeit. Diskutiert worden ist die Eignung von VIP als 

Therapeutikum beim altersbedingten Ergrauen der Haare oder zur Repigmentierung 

läsionaler Haut bei der Vitiligo. Weitere Forschung verdient der Einfluss von VIP und 

seiner VIP-Rezeptoren in der Biologie und Therapie humaner maligner Melanome. 

Bis zur Anwendung am Patienten verbleiben ungeklärte Fragen. So sind in dieser Studie 

ausschließlich HF gesunder mittelalter und alter Frauen untersucht worden. Für eine 



DISKUSSION 

 

 90 

Generalisierbarkeit bedarf es weiterführender Untersuchungen an erkrankter Haut 

männlicher und weiblicher Probanden im krankheitsrelevanten Alter. Dabei würden die 

Antagonisierbarkeit der Effekte sowie Subgruppenanalysen zum Einfluss auf epidermale 

Melanozyten und melanozytäre Vorläuferzellen der bulge integriert werden.  

Beim Studiendesign sollten die Applikationsintervalle zur Vermeidung einer 

Wirkabschwächung durch eine negative Feedback-Regulation ebenso beachtet werden 

wie die Applikationsform. Intravenös appliziertes VIP führt regelhaft zu systemischen 

Nebenwirkungen, die mit vasodilatierenden und histamin-freisetzenden Eigenschaften 

des VIP assoziiert sind (Morice et al., 1983). Die topische Applikation von VIP scheint bei 

follikulären Erkrankungen vielversprechend, ist jedoch bisher unerforscht. Topisch 

applizierte Wirkstoffe erreichen auf behaarter Haut höhere Wirkspiegel als in 

unbehaarter Haut, da HF die Hautoberfläche vergrößern und als Wirkstoffreservoir 

fungieren (Illel et al., 1991; Blume-Peytavi und Vogt, 2011). Ein aktuelles Forschungsfeld 

ist die topisch Applikation von mit Wirkstoff beladenen Nanopartikeln. Damit kann ein 

Wirkstoff gezielt in ein follikuläres Kompartimenten oder zu einer spezifischen 

Zellpopulation transportiert werden (Papakostas et al., 2011; Vogt et al., 2016).  
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5 Zusammenfassung 

Das Neuropeptid vasoaktives intestinales Peptid (VIP) ist beteiligt an der Pathogenese 

neuroinflammatorischer kutaner Erkrankungen. Unklar ist bisher gewesen, welchen 

Einfluss VIP auf die Pigmentbildung und das Wachstum von Haarfollikeln (HF) hat. HF 

gesunder Frauen zwischen 42 und 69 Jahren sind mikrodisseziert, unter serumfreien 

Bedingungen kultiviert, mit VIP behandelt und mittels Echtzeit quantitative Polymerase-

Kettenreaktion, histochemischen und immunhistochemischen Färbungen analysiert 

worden.  

Die VIP-Rezeptoren werden insbesondere in den äußeren epithelialen Zellschichten des 

HF exprimiert. Die endogene VIP-Synthese und die Expression des VIP-Rezeptors 1 

unterlagen einer negativen Feedback-Regulation. Die Behandlung mit VIP führt zu einer 

reduzierten Proliferationsrate der Haarmatrixkeratinozyten und zu einer erhöhten 

Expression der Stammzellmarker Zytokeratin 15 und 19. VIP fördert die Anagen-Katagen-

Transformation, wobei sich das Haarwachstum im Kulturzeitraum nicht signifikant 

verändert hat. Die Behandlung mit VIP stimuliert Schlüsselproteine der Melanogenese: 

Mikropthalmie-assoziierter Transkriptionsfaktor, Glykoprotein 100 (gp100), Rezeptor-

tyrosinkinase Kit (c-Kit) und Tyrosinase. Die Quantifizierung von Zielgrößen bulbärer 

melanozytärer Subpopulationen hat ergeben, dass VIP die Proliferationsrate der bulbären 

melanozytären Zellen steigert sowie die Anzahl melanotischer Melanozyten (c-

Kit+/gp100+) und nicht-melanotischer Melanozyten (c-Kit+/gp100-) erhöht. 

Obwohl VIP stimulierend auf follikuläre Keratinozyten wirkt, bleibt das Haarwachstum 

unverändert, was in der Förderung der Anagen-Katagen-Transformation begründet sein 

kann. Mit der erstmals durchgeführten Quantifizierung von Zielgrößen bulbärer 

melanozytärer Subpopulationen ist gezeigt worden, dass VIP die Melanogenese durch 

Stimulation differenzierter Melanozyten sowie melanozytärer Vorläuferzellen fördert. Es 

ergibt sich die Anwendbarkeit von VIP bei Erkrankungen a) mit reduzierter Anzahl 

melanozytärer Vorläuferzellen wie beim altersbedingten Ergrauen, b) mit Verlust von 

melanotischen Melanozyten und Persistenz melanozytärer Vorläuferzellen wie bei der 

Vitiligo und c) mit gering differenzierten melanozytären Zellen wie beim malignen 

Melanom. 
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9.2 Materialien 

9.2.1 Kopfhautresektate 

Tabelle 9.1 Kopfhaut, die für die Datenerhebung verwendet wurde.  

Das Alter der Frauen betrug durchschnittlich 54,6 Jahre.  

Patienten- 
nummer 

Geschlecht Alter Verwendung 

01 Weiblich 50 Analyse von Expressionsmustern 

02 Weiblich 64 Analyse von Expressionsmustern 

03 Weiblich 51 Analyse von Expressionsmustern 

04 Weiblich 62 Haarfollikelkultur 

05 Weiblich 52 Haarfollikelkultur 

06 Weiblich  56 Haarfollikelkultur 

07 Weiblich 50 Haarfollikelkultur 

08 Weiblich 52 Haarfollikelkultur 

09 Weiblich 56 Haarfollikelkultur 

10 Weiblich 42 Haarfollikelkultur 

11 Weiblich 50 Haarfollikelkultur 

12 Weiblich 68 Haarfollikelkultur 

13 Weiblich 42 Haarfollikelkultur 

14 Weiblich 64 Haarfollikelkultur 

15 Weiblich 47 Haarfollikelkultur 

16 Weiblich 69 Haarfollikelkultur 

17 Weiblich 54 Haarfollikelkultur 

 

 

9.2.2 Reagenzien und Chemikalien 

Tabelle 9.2 Übersicht der verwendeten Reagenzien und Chemikalien.  

Deutschland (D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA). 

Reagenz oder Chemikalie Hersteller 

Albumin aus Rinderserum Carl Roth, Karlsruhe, D 

Antikörper Diluent DAKO, Glostrup, Dänemark 

Antikörperdiluent für automatisierte 

Färbungsgeräte 

Genemed Biotechnilogies, San Francisco, USA 

Cryomatrix Thermo Shandon, Runcorn, Großbritannien 

4‘,6-Diamidin-2-Phenylindol Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, D 
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Dispase Invitrogen, Karlsruhe, D 

Ethanol Merck, Darmstadt, D 

EUKITT Kindler GmbH, Freiburg, D 

Faramount DAKO, Glostrup, Dänemark 

Fluoromount-G Southern Biotechnologies, Birmingham, USA 

L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe, D 

Gibco Antibiotic-Antimycotic (100x) Gibco, Karlsruhe, D 

Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

Glycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

Hydrokortison Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

IGEPAL CA-630 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

Insulin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

Mayers Hämalaunlösung Merck, Darmstadt, D 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

Penicillin G/ Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe, D 

RNase-freie DNase 1  Applied Biosystems, Warrington, 

Großbritannien 

Silbernitrat Merck, Darmstadt, D 

Streptavidin-Cy3 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe, D 

TRIZMA base Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

Trockeneis Apotheke UKSH Campus Lübeck, Lübeck, D 

Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe, D 

Vasoaktives intestinales Peptid Bachem, Bubendorf, Schweiz 

William’s E Medium Biochrom KG, Cambridge, Großbritannien 
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9.2.3 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 9.3 Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien.  

Deutschland (D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA). 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Deckgläser Thermo Scientific, Waltham, USA 

Einwegskalpell Novus Dahle, Lingen, D 

Färbekasten nach Hellendahl Carl Roth, Karlsruhe, D 

Färbekasten nach Hecht Carl Roth, Karlsruhe, D 

Feuchte Kammer LABART, Waldbüttelbrunn, D 

Kryoröhrchen (englisch cryo-tubes) Nunc, Wiesbaden, D 

24-Well Mikrotiterplatte Greiner Bio One, Wemmel, Belgien 

Objektträger Thermo Scientific, Waltham, USA 

Petrischale, 35 mm Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Sarstedt, D 

RNAse freie Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Sarstedt, D 

SuperFrost Plus Objektträger Menzel, Braunschweig, D 

 

 

9.2.4 Kits 

Tabelle 9.4 Übersicht der verwendeten Kits.  

Vereinigte Staaten von Amerika (USA). 

Kit Hersteller 

AEC Peroxidase (HRP) Substrate Kit,  

3-Amino-9-Ethylcarbazol 

Vector Laboratories, Burlingame, USA 

ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis 

Detection Kit 

Intergen, Purchase, New York, USA 

DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit, 

3,3’-Diaminobenzidin 

Vector Laboratories, Burlingame, USA 

TSA Fluorescein System Perkin-Elmer, Boston, USA 

TSA Tetramethylrhodamine System Perkin-Elmer, Boston, USA 

VECTASTAIN Elite ABC-HRP Kit  Vector Laboratories, Burlingame, USA 
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9.2.5 Puffer 

Tabelle 9.5 Übersicht und Zusammensetzung der verwendeten Puffer.  

Menge Reagenz 

Phosphat-gepufferte Salzlösung, pH 7,2# 

1,8 g NaH2PO4*H2O 

8 g NaCl 

auf 1000 mL auffüllen Destilliertes Wasser 

Tris-gepufferte Salzlösung, pH 7,6# 

6,1 g Tris-Base 

8,8 g NaCl 

auf 1000 mL auffüllen Destilliertes Wasser 

Tris-Natriumchlorid-Tween Puffer, pH 7,5# 

15,76 g Tris-HCl 

8,766 g NaCl 

500 µL Tween 20 

auf 1000 mL auffüllen Destilliertes Wasser 

# Natriumhydroxid und Salzsäure wurden zur Justierung des pH-Wertes verwendet. 

 

 

9.2.6 Geräte und Instrumente 

Tabelle 9.6 Übersicht der verwendeten Geräte und Instrumente.  

Deutschland (D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA). 

Gerät oder Instrument Hersteller 

Biozero Keyence 8000 Mikroskop Keyence Deutschland, Neu-Isenburg, D 

Heraeus Zellinkubator Artisan Scientific Corporation, Champaign, 

USA 

Leica 3500-Kryostat  Leica Biosystems, Nussloch, D 

Leica RM 2255 Mikrotom  Leica Biosystems, Nussloch, D 

Mikrowelle Europa Style Clatronic International, Kempen, D 

Monokularmikroskop A. Krüss Optronic, Hamburg, D 

pH-Meter Knick (Calimatic), Berlin, D 
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Pipetten Eppendorf, Hamburg, D 

Präzisionswaage Kern EW, Balingen, D 

Stereomikroskop mit Messokular Zeiss 

Stemi 2000-C 

Carl Zeiss MicroImaging, Oberkochen, D 

Sicherheitswerkbank ScanLaf, Lynge, Dänemark 

Tiefkühlgerät (-80 °C)  Thermo Scientific, Waltham, USA 

Vortex Genie 2 Bender & Hobein, Bruchsal, D 

Zellkulturinkubator Autoflow NuAire, Plymouth, USA 

Zentrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg, D 

 

 

9.2.7 Software 

Tabelle 9.7 Übersicht der verwendeten Software.  

Deutschland (D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA). 

Software Hersteller 

Biozero Image Analyzer, Version 2.5  Keyence Deutschland, Neu-Isenburg, D 

Biozero Image Observer, Version 2.5 Keyence Deutschland, Neu-Isenburg, D 

GraphPad PRISM 4.02 Graphpad Software, San Diego, USA 

ImageJ 1.40g  Wayne Rasband, National Institute of Health, 

USA 

Microsoft Office 2007, 2010 Microsoft, Redmond, USA 
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9.2.8 Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

Tabelle 9.8 Übersicht der verwendeten Materialien für die Echtzeit quantitative 
Polymerase-Kettenreaktion.  

Alle Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktionen wurden extern unter Leitung von 
Prof. Dr. T. Bíró im DE-MTA „Lendület“ Cellular Physiology Gruppe, Abteilung für 
Physiologie der Universität Debrecen aus Debrecen in Ungarn durchgeführt. Deutschland 
(D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA). 

Material Hersteller 

High Capacitity cDNA Kit Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA 

5‘ Nuclease Assay Integrated DNA Technologies, Coralville, USA 

RNase freie DNase 1 Applied Biosystems, Foster City, USA 

Strategene Mx3005P QPCR System Agilent Technologies, Waldbronn, D 

TaqMan universaler PCR Mastermix Applied Biosystems, Foster City, USA 

Trizol Life Technologies, Carlsbad, USA 

 

 

Tabelle 9.9 Übersicht der verwendeten TaqMan-Primer.  

Alle Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktionen wurden extern unter Leitung von 
Prof. Dr. T. Bíró im DE-MTA „Lendület“ Cellular Physiology Gruppe, Abteilung für 
Physiologie der Universität Debrecen aus Debrecen in Ungarn durchgeführt.  

TaqMan Primer Assay 

ACTB Hs99999903_m1 

GAPDH Hs99999905_m1 

PPIA Hs99999904_m1 

VIP Hs00175021_m1 

VPAC1 Hs00270351_m1 

VPAC2 Hs 00173643_m1 
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9.3 Ergebnisse 

9.3.1 Validierung der bulbären Referenzareale für melanozytäre 

Parameter 

9.3.1.1 Die MITF+ Zellzahl folgt der physiologischen Melanozytenverteilung 

Die Aussagekraft der MITF+ Zellzahl in den neu entwickelten Referenzarealen (siehe 

Abbildung 2.8) wurde an mikrodissezierten, kultivierten HF getestet, die mit MITF IF 

gefärbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die Anzahl von MITF+ 

Zellen distal der AL war höher als proximal (siehe Abbildung 9.1). Die physiologische 

Verteilung melanozytärer Zellen wurde abgebildet und der Parameter „Anzahl von MITF+ 

Zellen“ war zur Auswertung geeignet.  

 

Abbildung 9.1 Die MITF+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhöht.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit MITF-Immunfluoreszenzfärbung angefärbt und ausgewertet. N=32-38 
Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. ***p<0,01. P wurde mit dem 
zweiseitigen t-Test berechnet. AL: Aubersche Linie; MITF: Mikrophthalmie-assoziierter 
Transkriptionsfaktor; n: Zellzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des 
Mittelwertes. 
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9.3.1.2 Die gp100+ Zellzahl folgt der physiologischen Melanozytenverteilung 

Die Aussagekraft der gp100+ Zellzahl in den neu entwickelten Referenzarealen (siehe 

Abbildung 2.8) wurde an mikrodissezierten, kultivierten HF getestet, die mit c-Kit/gp100 

Doppel-IF gefärbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die Anzahl von 

gp100+ Zellen war distal der AL höher als proximal (siehe Abbildung 9.2). Die 

physiologische Verteilung melanotischer Melanozyten wurde abgebildet und der 

Parameter „Anzahl von gp100+ Zellen“ war zur Auswertung geeignet.  

 

Abbildung 9.2 Die gp100+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhöht.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung angefärbt und 
ausgewertet. N=33-38 Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. ***p<0,01. 
P wurde mit dem zweiseitigen t-Test berechnet. AL: Aubersche Linie; n: Zellzahl; 
p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des Mittelwertes. 

 

9.3.1.3 Die c-Kit+ Zellzahl folgt der physiologischen Melanozytenverteilung 

Die Aussagekraft der c-Kit+ Zellzahl in den neu entwickelten Referenzarealen (siehe 

Abbildung 2.8) wurde an mikrodissezierten, kultivierten HF getestet, die mit c-Kit/gp100 

Doppel-IF gefärbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die Anzahl von 

c-Kit+ Zellen war distal der AL höher als proximal (siehe Abbildung 9.3). Die physiologische 

Verteilung melanozytärer Zellen wurde abgebildet und der Parameter „Anzahl von c-Kit+ 

Zellen“ war zur Auswertung geeignet.  
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Abbildung 9.3 Die c-Kit+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhöht.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenz angefärbt und ausgewertet. N=54-
55 Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM. ***p<0,01. P wurde mit dem 
zweiseitigen t-Test berechnet. AL: Aubersche Linie; c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; 
n: Zellzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des Mittelwertes. 

 

9.3.1.4 Die c-Kit+/gp100- Zellzahl folgt der physiologischen Melanozytenverteilung 

Die Aussagekraft der c-Kit+/gp100- Zellzahl in den neu entwickelten Referenzarealen 

(siehe Abbildung 2.8) wurde an mikrodissezierten, kultivierten HF getestet, die mit c-

Kit/gp100 Doppel-IF gefärbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die 

Anzahl von c-Kit+/gp100- Zellen war proximal der AL höher als distal (siehe Abbildung 

9.4). Die physiologische Verteilung wurde abgebildet und der Parameter „Anzahl von c-

Kit+/gp100- Zellen“ war zur Auswertung geeignet.  
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Abbildung 9.4 Der Anteil nicht-melanotischer melanozytärer Vorläuferzellen ist 
proximal der Auberschen Linie erhöht.  

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid 
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfärbung gefärbt und ausgewertet. 
Repräsentative Aufnahmen. N=43-47 Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert ± SEM; 
***p<0,001. P wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. AL: Aubersche Linie; c-
Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; n: Anzahl; p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des 
Mittelwertes. 
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