Aus der Klinik fiir Dermatologie, Allergologie und Venerologie der
Universitat zu Liibeck

Direktor: Prof. Dr. med. D. Zillikens

Neue Signalwege:
Das vasoaktive intestinale Peptid beeinflusst

Wachstum und Melanogenese humaner Haarfollikel

Inauguraldisseratation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitat zu Lubeck

- aus der Sektion Medizin —

vorgelegt von
Marcel Bahr geb. Kuckelkorn
aus Frankfurt (Oder)

Libeck 2020



1. Berichterstatterin:  Prof. Dr. med. vet. Jennifer E. Hundt

2. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Mahdy Ranjbar

Tag der mindlichen Priifung: 24.08.2021
Zum Druck genehmigt. Liibeck, den 24.08.2021

-Promotionskomission der Sektion Medizin-



Aber die auf den HERRN harren, kriegen neue Kraft, dass sie
auffahren mit Fliigeln wie Adler, dass sie laufen und nicht matt

werden, dass sie wandeln und nicht miide werden.

Jesaja 40,31



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

AbkiUrzungsverzeichnis......cccccieiieiieiieieniicrecrecrcrecrenrenrececenennene IX
Abbildungsverzeichnis .......cccceceieiieiieiieiiiienieniencencenceecrecrncrnenneen. X1
Tabellenverzeichnis......cccceceeeireiieiieiieiieiinrenrencencencenceecrecnnennenes X1

1 Einleitung und Fragestellung ......ccccueerieniieiieiieiiiiecrecrenienrennenes 1

1.1 Einfihrungindas Thema......cccccoiieiiiiieiiiieiiirecerreeeereeeereenneesenens 1

1.2 Biologie des humanen Haarfollikels........ccccccerreeriirreeccrrennccrennncnnene. 1
0 R AN =) o o 4 1= PP PRTT PP
0 A o - T-Y A LU 13RS
1.2.3 Kontrolle des HaarzyKIUs .........cooouiieiiiiiiieeecie st
1.2.4 Innervation und Neuropeptide des Haarfollikels .........ccoveeeeeeiiiniciiiieeeeneeeeeennee,

1.3 Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP).....cceeeeerreeecirreeccrrenncrrecnncrnenne. 8
1.3.1 Struktur, Signalwege und ANAlOZa .......cooeeeciiiieiiei e
1.3.2 Extrakutanes Vorkommen und Funktionen ........ccccccooiiiiiiiiiiiiiiieniecee e
1.3.3 Kutanes Vorkommen und FUNKEIONEN.........cociiiiiiiiiiieececceeeee e

1.4 Biologie der humanen Melanozyten........cccccvveiireeirenciieecirencneennnee. 11
1.4.1 Melanin und MelanOgENESE .......uvveeeieeieeiceirieeeee et ee et ee e e e e e e anreens 11
1.4.2 MelanozytenbiolOZIE ....cceeiii it 12
1.4.3 Anagen-Katagen-Transformation ........ccceecvvveeeeeieiieiiciireeeeee e e e 14

1.5 Ziel dieser Arbeit und spezifische Fragestellungen......................... 15

1.6 Experimentelles DeSign .......ccccceiiieeiiiieniiiieniiiieniinienccneneeenensenenns 16

2 Material und Methoden.....ccceiieeieiiiieieriecereecessecessecessasessasess 17

P2 R |, =1 =] o - 1 1= o TN 17



INHALTSVERZEICHNIS

2.2 Humane Gewebeproben.........cccccvviiiiiiinnniiiiiinniiiniinn. 17
D R (o] ] o F- [ =1 =] = IR 17
2.2.2 Gewebe flir POSitivkoNntrollen ..........cooeeeiieiiinieeeeeee e 18

2.3 Isolierung und Kultivierung der Haarfollikel........cccccceeuerrenirrnncrennens 19
2.3.1 Mikrodissektion der Anagen VI Haarfollikel ..........cccoocvieeieciiieeeceee e, 19
2.3.2 Kultivierung der HaarfolliKel .........cooouieiiiiiiiieicsiiee e 19
2.3.3 Messung des HaarwachStUmS ..........uuiiiiieeiii et eecerrrr e e e 21
2.3.4 Fixierung und Einbettung der Haarfollikel............ooveeeiiioice e, 21
2.3.5 Vorbereitung der eingebetteten Proben.......ccccccueviiiiiiiiiiciieec e, 22

2.4 Histochemische FArbung........cceeeeiiieeiiiieiirrccrreccreeecrreeeeereneees 23
2.4.1 Fontana-MasSON-FArbUNE .......ccviiiiiiiiiie e ctee et e e e e s s e e s arae e e s naeee s 23

2.5 Immunfluoreszenz- und immunhistochemische Farbungen............ 24
2.5.1 Primarantikdrper und SekundarantikOrper......ccovveeeeeeeeicciirieeeee e ceccrrreeee e e e 24
2.5.2 ImmunfluoreszenzfarbUngen ...........eviiiiiie i 25
2.5.3 Tyramid Signal Amplifikationsmethode .........cccouveeeeiiiioiiciie e 26
2.5.4 Tyrosinas@aktiVItat........cccoivieeiieiiiicciiieeeee e e eserrrer e e e e e s esarrar e e e e e e eennnns 27
2.5.5 Visualisierung von Proliferation und Apoptose.....ccccceeeeieciiiiiiieei e 27
2.5.6 Immunhistochemische FArbDUNZEN .......ceeeiieiiiiiiiiiieeeee ettt e e e 28

2.6 Positiv- und Negativkontrollen ..........ccceveiiieiiiniiieeniiecinecineenennen. 29

P N Y/ 1100 T (o o113 Rt 30

2.8 Semiquantitative (Immun-) Histomorphometrie.......ccccceveurrreennnnne 30
D T R o 10 VAT oY [T o TSR 30
2.8.2 Bestimmung der HaarzykluSphasen .........ccooiccciiiiieeic et 30
2.8.3 RefEreNzZar@ale.......oceooieiiiiiee e e 32
2.8.4 Beurteilung der VIP-REZEPLOIreN.....ccuuiiiiiiiiieieeiiee ettt 35



INHALTSVERZEICHNIS

2.8.5 Beurteilung von Proliferation und Apoptose der Matrixkeratinozyten................
2.8.6 Beurteilung suprabulbarer keratinozytarer Vorlauferzellen..........cccccovveeeeeennnni.
2.8.7 Beurteilung der MelanogeNESe .....cocuuviiiiiiiiiiiieiiiee ettt e e s

2.8.8 Beurteilung melanozytarer Zellen ...

2.9 Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktion ..........ccccccuuueeene 39

2.10 Statistische Analyse......cccccceiiiirnniiiiiiinniiiniiinniin. 42
2.10.1 Statistische Methoden.........coouiiiiiiiiie e

2.10.2 StatistiSChe AUSWEITUNE .....viiiieeieeccciiieeeee e e eerrrre e e e e e e sererree e e e e e e s eennesaaeeeeeesenans

I 1= 1= o] 113 TR’ 1.

3.1 VIP und seine Rezeptoren werden auf Genebene exprimiert......... 45

3.2 VIP wird von perifollikularen Nervenfasern exprimiert, nicht jedoch

vom Haarfollikelepithel ...t e e 46
3.3 VIP-Rezeptoren 1 und 2 werden vom Haarfollikelepithel auf
Proteinebene exprimiert .......cccccieieeiiieiiieiiieeieeneieenerenerennenencerescesnsesens 48
3.3.1 AQualitative Beurteilung des Verteilungsmusters der VIP-Rezeptoren..................
3.3.2 Quantitative Analyse des Verteilungsmuster der VIP-Rezeptoren .........ccceeeeennee.
3.4 Einfluss von VIP auf endogenes VIP und die VIP-Rezeptoren ......... 53
3.4.1 VIP reduziert die Genexpression von VIP und VIP-Rezeptor 1.......cccoovvvveveeeerennnns
3.4.2 VIP reduziert die Proteinexpression des VIP-Rezeptor 1 .....cccccceeeviecciiiiiieeeeeeene,
3.5 Einfluss von VIP auf Haarwachstum und Keratinozyten................. 56
3.5.1 VIP reduziert die Proliferationsrate von Haarmatrixkeratinozyten ......................
3.5.2 VIP erhoht die Expression stammzellassoziierter Zytokeratine..........ccccceeeeeennnes
3.5.3 VIP fordert die Anagen-Katagen-Transformation ........cccecevvveeeeeieeiiiiiiineeeeeeeeeennns

3.5.4 VIP verandert das Haarwachstum NICht .......cooeeeiiiiiiieieeeeee et

3.6 Einfluss von VIP auf Melanogenese und Melanozyten................... 62



INHALTSVERZEICHNIS

3.6.1 VIP erhoht die Anzahl melanozytarer Zellen ........oueeveeiieicciieeeee e, 62
3.6.2 VIP erhoht die Anzahl differenzierter Melanozyten des Haarbulbus.................... 64
3.6.3 VIP erhoht die Anzahl Rezeptortyrosinkinase Kit (c-Kit) positiver Zellen.............. 65
3.6.4 VIP erhoht den Anteil melanozytarer Vorlauferzellen .........cccooeciveeiiiieeeicnnnn. 69
3.6.5 VIP erhoht die Proliferationsrate c-Kit positiver Zellen des Haarbulbus............... 70
3.6.6 VIP erhoht die TyrosinaseaktiVitat.......ccccceeeeieeiciiiieee e 72
3.6.7 VIP verandert den Melaningehalt nicht ..., 73
T2 S 0 T (T Y ] o 74
4.1 Einleitende BemMerkUngen .......cccceeeireniieenirencienccreecernncernsessnnerennens 74
4.2 Verwendete Methoden .........cccceeiiiiirieniiiiiininiiiiiinennineee. 75
4.3 Expressionsmuster von VIP und seinen Rezeptoren.........cc.cceeeuuennn 78
4.4 Einfluss von VIP auf die VIP-erge Neuroendokrinologie.................. 81
4.5 Einfluss von VIP auf Haarzyklus und Haarwachstum....................... 82
4.6 Einfluss von VIP auf die Haarfollikelpigmentierung.........c.ccccuu....... 85
4.7  AUSDBIICK. ..ot 89
5  ZusammenfasSUNE .....ccciieiieeiiieiiieeiiineieiieeeineisenerssssenesnnes 91
6 Literaturverzeichnis ......ccoieiieiieniiiiiniiiciiniiiiecniccnnenan, 92
7 Publikationen aus diesem Projekt .......ccccceieviiniieniinnciniiennne. 107
7.1 Journalpublikationen..........cccccireeiiiieiiiiiiiiiicrrec e 107
7.2 Konferenzpublikationen .........ccccceiiieeiiiiniiiiieiinieeicneencnnennenennne. 107
8 Forderung wahrend dieser Dissertation .......ccccceeeveiveiennanns 108
9 ANRANG ...t s s e na 109

9.1 EthiKantrage....c.ccccoiieeiiieeiiieiiieiiteereecreeiereeierencsrnsessnscsenscssnsssanes 109



INHALTSVERZEICHNIS

9.1.1 Ethikantrag 06-109 der Universitat zu LUDECK .......ceeveeiiiveciiiiiieeee e, 109
9.1.2 Amendments fir Ethikantrag 06-109 der Universitat zu Libeck...........ccccc....... 110
9.2 Materialien......cceeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiii e, 114
A R o] o] i g - [V A =R <] = TP 114
9.2.2 Reagenzien und Chemikalien.......c.occviiiiiiiiieiiiiiee e 114
9.2.3 Verbrauchsmaterialien .......ccccooiiiiiiiiiiiii 116
I S (1 £ OO P PP PRPR 116
0.2.5  PUFFOI e e s 117
0.2.6 Gerdte UNd INSTrUMENTE ....ccouiiiiiieetee ettt 117
0.2.7  SOFEWAIE. ...ttt ettt e e nareeeas 118
9.2.8 Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktion ..........ccccccvvvveeeeiiiiiccciieeenennn, 119
1> IS T 1 401 o T 1T - 120
9.3.1 Validierung der bulbaren Referenzareale flir melanozytdre Parameter ............ 120

10 DankSagUNEEeN.....ccereireirerenrenrenceeceeceecrncrncsncsasancescescencens 124

1 A =) o Y= o 1 = 1 | R I -



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzungsverzeichnis

AntigenztZelle

A
ACTB
AEC
AL
APM

Aqua dest.

Bulbus
bulge
cAMP
cDNS
CGRP
CK
c-Kit
G

AC
AAC;
CTS
DAB
DAPI
DNS
DP
GAPDH
gpl100
HCS
HF

HS

Zelle positiv fir das genannte Antigen

Physikalische GroRRe der Wellenlange

B-Aktin

3-Amino-9-Ethylcarbazol

Aubersche Linie

Musculus arrector pilorum

Destilliertes Wasser

Haarbulbus

Woulstregion (englisch bulge)

Zyklisches Adenosinmonophosphat

Komplementdre Desoxyribonukleinsaure

Peptid des Calcitoningens (englisch calcitonin gene-related peptide)
Zytokeratin (englisch cytokeratin)

Rezeptortyrosinkinase Kit

Anzahl an PCR-Zyklen, bei denen sich das spezifische
Fluoreszenzsignal gerade vom Hintergrundsignal abhebt

Anderung der PCR-Zyklenzahl (Cy)

Anderung der Anderung der PCR-Zyklenzahl (AC,)

Follikuldre Bindegewebsscheide (englisch connective tissue sheath)
3,3’-Diaminobenzidin

4’,6-Diamidin-2-Phenylindol

Desoxyribonukleinsdure

Dermale Papille

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Glykoprotein 100

Haarzyklus-Score (englisch hair cycle score)

Haarfollikel

Haarschaft

Immunfluoreszenzfarbung



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

IR

IRS

Matrix

mRNS

MITF

One-way ANOVA
ORS

p
PAC1

PBS
PCR
PPIA

RT
RT-qPCR

SEM
SP

TBS
TNT
TSA
TUNEL

TYRP
VIP
VPAC1
VPAC2

Immunreaktivitat

Innere Wurzelscheide (englisch inner root sheath)

Haarmatrix

Botenribonukleinsaure (englisch messenger ribonucleic acid)
Mikrophthalmie-assoziierter Transkriptionsfaktor

Ein-Weg Varianzanalyse (englisch one-way analysis of variances)
AuBere Wurzelscheide (englisch outer root sheath)
Signifikanzwert

Rezeptor 1 des hypophysiren Adenylatzyklase aktivierende
Polypeptids

Phosphat-gepufferte Salzlésung (englisch phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (englisch polymerase chain reaction)
Peptidyl-Prolyl-lsomerase A

Raumtemperatur (22°C)

Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktion (englisch real-time
quantitative polymerase chain reaction)

Standardfehler des Mittelwerts (englisch standard error of the mean)
Substanz P

Tris-gepufferte Salzlosung (englisch tris-buffered saline)
Tris-Natriumchlorid-Tween Puffer

Tyramid Signal Amplifikationsmethode

Englisch terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine
triphosphate nick end labelling

Tyrosinase zugehoriges Proteinen

Vasoaktives intestinales Peptid

Rezeptor 1 des vasoaktiven intestinalen Peptids

Rezeptor 2 des vasoaktiven intestinalen Peptids



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1 Anatomie des Anagen VI Haarfollikels .........cccovvveeiiiiiieeiiiieee e, 2
Abbildung 1.2 Phasen des HaarzykIus .........coocuieiiiiiiiiiiiiiee e 4
Abbildung 1.3 Ubersicht diffusionsfahiger Einflussfaktoren des Haarzyklus ....................... 6
Abbildung 1.4 Anatomie der Haarfollikelinnervation .........ccccoecveeiiiiiiiinniiiee e, 7
Abbildung 1.5 Melanogenese und Regulationsmechanismen .........ccccocceeveeiiviccivieeeeennn, 12
Abbildung 1.6 Melanozytenpopulationen des Haarfollikels ......cccccceeveiiciiieeeiiiicieiinnee, 13
Abbildung 2.1 Humane Kopfhautresektate .........cccocceeeeiiiieiiciiieeeeciee e 17

Abbildung 2.2 Stereomikroskopische Qualitdatskontrolle mikrodissezierter Haarfollikel .. 19

Abbildung 2.3 Kultivierung mikrodissezierter Haarfollikel ...........cocceiviieeiiiiiiiiciieeee, 20
Abbildung 2.4 Darstellung des HaarwachStums ..........coovvciieeiiiiiiee e 21
Abbildung 2.5 Vorgehen bei der Formaldehydfixierung und Paraffineinbettung ............. 22
Abbildung 2.6 Material flir Waschschritte und Inkubationsschritte .......ccccccoeviiiiinnnennn. 23
Abbildung 2.7 Vergleich von Anagen VI Phase und friiher Katagenphase ........ccccceeenneeen. 31
Abbildung 2.8 Bulbdre Referenzarale ..........ccuuveeeeiiei et 33
Abbildung 2.9 Suprabulbadre Referenzareale .......ccoeeeeeeiiiieciiiiieieeeeeeecccrreeeee e, 34
Abbildung 2.10 Das mesenchymale Referenzareal .........cccooveeveeiiiicciiiiieee e, 35
Abbildung 2.11 Referenzareale zur Auswertung der Fontana-Masson-Farbung ............... 37
Abbildung 2.12 Der Anteil nicht-melanotischer melanozytarer Vorlauferzellen ............... 39
Abbildung 2.13 Schematische Darstellung einer Amplifikationskurve ........cccccccevvennnnnenn. 40
Abbildung 2.14 Rechenweg der AAC-Methode .......cooooeiiiiiiiie e 41
Abbildung 3.1 VIP und seine Rezeptoren werden follikular exprimiert ..........cccccvvveeeeenn. 45
Abbildung 3.2 VIP wird in kutanen Nervenfasern und Leukozyten exprimiert .................. 47
Abbildung 3.3 VIP-Rezeptor 1 und 2 werden im Haarfollikelepithel exprimiert ............... 49

Abbildung 3.4 Die VIP-Rezeptoren werden im proximalen Haarbulbus mit der hochsten

LN =Y Ty L= =4 o] o1 Y =1 o GRS 51
Abbildung 3.5 Vergleich der suprabulbaren Expression von VPAC1 und VPAC2 ............... 52
Abbildung 3.6 VIP reduziert die Genexpression von VIP und VIP-Rezeptor 1 ................... 54
Abbildung 3.7 VIP reduziert die Proteinexpression des VIP-Rezeptor 1 .......cccceevvvvvvveeeennn. 55
Abbildung 3.8 VIP reduziert den Anteil von Ki-67+ Zellen ........ccccovviveiiniiieeeiniiieeeenieeenn 57

X



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 3.9 VIP reduziert die Expression von Zytokeratin 15 und 19 im proximalen

HAArbUIDUS ..o 59
Abbildung 3.10 VIP erhoht den Haarzyklus-SCore .........coovveeiiiiiieiicciieee e 60
Abbildung 3.11 VIP beeinflusst das Haarwachstum nicht ..........cccociiiiniiiiieicciieeceee, 61
Abbildung 3.12 VIP erhéht die Anzahl von MITF+ Zellen .....cooovvvieeiiiciieiieieeeeceeee e 63
Abbildung 3.13 VIP erh6ht die Anzahl von gp100+ Zellen ......oooveeeveiiivieeeeeeiecreeeeee, 64
Abbildung 3.14 VIP erhdht die Anzahl von c-Kit+ Zellen ........ooocvveeiiiiieeincieeeeeee e, 66

Abbildung 3.15 Im Haarbulbus sind mehrere c-Kit+ Zellpopulationen identifizierbar ...... 67
Abbildung 3.16 Die bulbaren c-Kit+ Zellpopulationen sind melanozytarer Herkunft ........ 68
Abbildung 3.17 VIP erh6ht den Anteil nicht-melanotischer Melanozyten ........................ 69
Abbildung 3.18 VIP erh6ht den Anteil von c-Kit+/Ki-67+ Zellen an allen c-Kit+ Zellen ...... 71

Abbildung 3.19 VIP erhoht die Tyrosinaseaktivitat ........cccccceeeviiieeiiiiieee e 72
Abbildung 3.20 VIP beeinflusst den bulbaren Melaningehalt nicht .........cccccooeeinnnnn. 73
Abbildung 4.1 Vergleich der Bildqualitat nach Paraffinierung und Kryofixierung ............. 77
Abbildung 4.2 Vergleich der VIP-RezeptoreXpression .........ccccceeeeeeeeccvvveeeeeeeesecccinneeeeeee e 79
Abbildung 4.3 Expression von c-Kit in Haarbulbus und suprabulbdrer Region .................. 87
Abbildung 9.1 Die MITF+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhoht ........................ 120
Abbildung 9.2 Die gp100+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhéht ...................... 121
Abbildung 9.3 Die c-Kit+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhoht ......................... 122

Abbildung 9.4 Der Anteil nicht-melanotischer melanozytarer Vorlauferzellen ist proximal

der Auberschen LINi@ @rNONT .....ooovvveieeee ettt ettt s e s e e et eeesa s eeeeees 123

X1



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1.1 Ubersicht der extrakutanen Effekte des VIP .........ccccocueeeveievevericeeeererereeeeenenenas 9
Tabelle 1.2 Ubersicht der kutanen Effekte des VIP ........ccccoevveveueveeceeeeierereeeeereeveeeeenenenas 10
Tabelle 1.3 Vergleich follikuldarer melanozytarer Subpopulationen .........ccccoceeeeeveeeeenneen. 14
Tabelle 1.4 Ubersicht der verwendeten biochemischen Zielstrukturen ...........c.ccceeevueunnes 16
Tabelle 2.1 Ubersicht der verwendeten Kulturprotokolle ............ccceevevveveerieeceereereerennen. 20
Tabelle 2.2 Ubersicht der verwendeten Primarantikdrper ........ccoeeeeveeereeveeereereseereerenens 24
Tabelle 2.3 Ubersicht der verwendeten Sekundarantikbrper ........ccccveveeevevveeeenereeeennnn. 24
Tabelle 2.4 Ubersicht der verwendeten Immunfluoreszenzfarbungen ..........cccceeveveneee. 25
Tabelle 2.5 Ubersicht der verwendeten immunhistochemischen Farbungen ................... 28
Tabelle 2.6 Ubersicht der verwendeten Positivkontrollen ...........cccccveeeeneninieeereneninnenns 29
Tabelle 2.7 Verwendete Kriterien zur Bestimmung der Haarzyklusphasen ....................... 31
Tabelle 2.8 Werte des Haarzyklus-SCOIES ......ccooveiiiiiiiie et 32
Tabelle 9.1 Kopfhaut, die fiir die Datenerhebung verwendet wurde ........ccc...ccoeeuunnnneen. 114
Tabelle 9.2 Ubersicht der verwendeten Reagenzien und Chemikalien ........ccccccevvuneee. 114
Tabelle 9.3 Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien ...........cccceceevvvereeverennnnn. 116
Tabelle 9.4 Ubersicht der verwendeten Kits ..........cccoueveuiiririerereiieiseeeeseese e 116
Tabelle 9.5 Ubersicht und Zusammensetzung der verwendeten Puffer ........cccccoevveueune. 117
Tabelle 9.6 Ubersicht der verwendeten Geréte und Instrumente ..........c.cceveveveerernenenes 117
Tabelle 9.7 Ubersicht der verwendeten SOftWare ..........cccouvereeiereririereeereseeessesessenas 118

Tabelle 9.8 Ubersicht der verwendeten Materialien fiir die Echtzeit quantitative
Polymerase-Kettenreaktion ..........coiiiiieiee et et e e e e e e 119

Tabelle 9.9 Ubersicht der verwendeten TagMan-Primer .......cccoeceeevieieeecieeveseesesesneas 119

Xl



EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einfiihrung in das Thema

Vom neuronalen Netzwerk des dicht innervierten Haarfollikels werden diverse
Neuropeptide ausgeschiittet (Chan et al., 1997; Peters et al., 2001; Roosterman et al.,
2006). Auch wenn sie fur 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
Autoimmunitat des Haarfollikels ausgelost (Peters et al., 2007) oder die Integritat des
follikularen Immunsystems wiederhergestellt werden (Kinori et al., 2012; Bertolini et al.,
2016b). Es ist nur wenig Uber die Wirkung der Neuropeptide auf die follikulare

Stammazellbiologie sowie die epitheliale und follikuldare Pigmentbildung bekannt.

In dieser Pilotstudie soll der Einfluss des vasoaktiven intestinalen Peptids (VIP) auf die
Biologie follikularer Keratinozyten, follikuldarer keratinozytdarer Stammzellen und

follikularer 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 Schweidriisen, Talgdrisen und
Haarfollikel (HF) gehoren. Art und Verteilung von HF variieren zwischen den
Hautregionen. Die HF der Kopfhaut haben aufgrund ihrer psychosozialen Relevanz die
groflte Bedeutung (Stenn und Paus, 2001; Krause und Foitzik, 2006). In der Kopfhaut
Uberwiegen 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 erlautert (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 umschlieSt die
mesodermale dermale Papille (C). Haarmatrix und innere Wurzelscheide dienen der
Haarschaftbildung (D). Hamatoxylin/Eosin-Farbung (A-C). APM: Musculus arrector
pilorum; BM: Basalmembran; Bulb: Haarbulbus; Cortex: Kortex; CTS: Follikulare
Bindegewebsscheide; DP: Dermale Papille; Hair  cuticule: Kutikula; HS, Hair
shaft: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide; Layer: Schicht; M, Matrix: Haarmatrix;
ORS: AuRere Wurzelscheide; SG: Talgdriise; Suprabulbar region: Suprabulbdre Region.
Abbildung aus Schneider et al., 2009 Abbildung 1.

Der HF ist von einer follikuldren Bindegewebsscheide (CTS) umgeben und wird von distal
nach proximal in die Abschnitte Infundibulum, Isthmus, suprabulbdre Region und
Haarbulbus (Bulbus) gegliedert (siehe Abbildung 1.1.A). Das Infundibulum bezeichnet den
Abschnitt von der oberflachlichen Epitheleinstiilpung, dem Ostium, bis zur Einmindung
des Talgdrusenausfiihrungsganges (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 duRere Wurzelscheide (ORS) nach peripher gewolbt und wird als Wulstregion

(bulge) bezeichnet (siehe Abbildung 1.1.B). Sie dient als Hauptreservoir follikularer
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Stammzellen (Tiede et al., 2007; Jaks et al., 2010). Als suprabulbare 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 erldutert, die zum Verstandnis der Arbeit erforderlich sind.

Der Bulbus beinhaltet stark proliferierende Haarmatrixkeratinozyten, melaninbildende
Melanozyten und melanozytdre Vorlauferzellen sowie die proximalen Anteilen von
innerer Wurzelscheide (IRS) und ORS und (siehe Abbildung 1.1.C, D). Der Bulbus
umschlieBt die dermale Papille (DP) in den Anagenphasen (siehe Abbildung 1.1.C) und

interagiert mit ihr (Morgan, 2014).

Die ORS ist ein keratinozytires Kompartiment, das per continuitatem mit dem
epidermalen Stratum basale verbunden ist (siehe Abbildung 1.1.A). Sie begrenzt den HF
nach peripher und steht tiber die Basalmembran in Verbindung mit der CTS (Panteleyev et
al., 2001; Schneider et al., 2009). In ihren bulbusnahen Anteilen beherbergt die ORS

keratinozytdre und melanozytare Vorlauferzellen (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 Veranderungen betreffen alle follikulairen 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
vollstandig reversiblen proximalen Anteil (Bulbus und suprabulbare Region) gegliedert

werden (Oh et al., 2016).
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mit Kontakt zu c) DP vergroRBert, rate steigt suprabulbaren Epi-
SHG von MK um- thels
d) keine IRS schlossen MK-Proliferation Keine MK-Prolife-
maximal ration
Pigmentbildung Pigmentbildung Keine Pigmentbil-
maximal reduziert dung

Abbildung 1.2 Phasen des Haarzyklus.

Die morphologischen Verdanderungen der Phasen des Haarzyklus werden schematisch (1a-
le) und in situ (2a-2e) dargestellt. Himatoxylin-Eosin-Farbung (2a-2e). APM: Musculus
arrector pilorum; B: Wulstregion; CH: Kolbenhaar; CTS: Follikuldre Bindegewebsscheide;
DP: Dermale Papille; D-SC: Dermosubkutane Grenze; E: Epidermis; ES: Epithelbriicke;
HS: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide; MK: Haarmatrixkeratinozyten; ORS: AuRere
Wurzelscheide; SC: Tiefe Subkutis; SG: Talgdriise; SHG: Sekundarer Haarkeim. Abbildung
modifiziert aus Klopper et al., 2013b.
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Das Anagen wird in sechs Phasen untergliedert. Das Katagen wird in acht Phasen
untergliedert, wobei die Phasen | bis IV als friihes Katagen, V bis VI als mittleres Katagen
und VII bis VIII als spates Katagen bezeichnet werden (Kl6pper et al., 2010; Oh et al.,
2016). Der Ubergang vom Anagen VI in das friilhe Katagen wird als Anagen-Katagen-
Transformation bezeichnet. Dabei verandert sich die follikuldre 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 suprabulbare Region bildet sich zu einer Epithelbriicke zuriick
(siehe Abbildung 1.2.1e), wodurch sich der HF verkiirzt und die DP nach distal aufsteigt.
Der HS ist nur noch fransenférmig verankert und wird als Kolbenhaar (englisch club hair)
bezeichnet (siehe Abbildung 1.2.1e, 2e). Der sekunddre Haarkeim bildet sich aus der
bulge und initiiert zusammen mit der DP den neuen Haarzyklus (siehe Abbildung

1.2.13, 2a).

1.2.3 Kontrolle des Haarzyklus

Der Haarzyklus wird durch funktionell gegensatzliche zelluldre (Muneeb et al., 2019) und
extrazellulare Einflisse (Plikus und Chuong, 2014; Bernard, 2016) reguliert. Es sind bereits
zahlreiche Einflussfaktoren wie Zytokine, Aminosduren 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 Verdnderung der Homoostase flihren konnen (Botchkarev, 2003; Krause

und Foitzik, 2006).
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Abbildung 1.3 Ubersicht diffusionsfihiger 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-
ahnlicher Wachstumsfaktor; IL: Interleukin; PDGF: Thrombozytenwachstumsfaktor;
SP: Substanz P; T3: Triiodthyronin; TGF: Transformierender Wachstumsfaktor;
VEGF: Wachstumsfaktor des GefaRendothels; 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 follikuldre
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 infundibular durch ein diffuses Nervengeflecht
und im Isthmus durch ein geordnetes Geflecht aus longitudinalen und zirkuldren
Nervenfasern innerviert. APM: Musculus arrector pilorum; B: Wulstregion; DP: Dermale
Papille; FNA/B: Follikulares Nervennetz A/B; HM: Haarmatrix; HS: Haarschaft; I: Isthmus;
IRS: Innere  Wourzelscheide; Mel:  Melanozyt; ORS: AuBere  Wourzelscheide;
plexus: Nervengeflecht; SG: Talgdriise; Abbildung aus Botchkarev et al., 1997 Abbildung 1.

An murinen HF wurde gezeigt, dass sich die Innervation im Verlauf des Haarzyklus
verindert (Paus et al., 1997). Beim Ubergang vom spiten Anagen zum friihen Katagen
reduziert sich die Nervenfaserdichte und beim Ubergang vom Telogen zum frithen

Anagen erhoht sie sich (siehe Abbildung 1.4).

Neuropeptide werden in Nervenzellkdrpern gebildet und in Axonen zum Erfolgsorgan
transportiert. Die Freisetzung kann lber Varikositdaten entlang des Axons erfolgen sowie
Uber 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  zligig degradiert (Wallengren, 1997, Hendrix et al., 2008).



EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1.3 Vasoaktives intestinales Peptid (VIP)

1.3.1 Struktur, Sighalwege und Analoga

Das VIP besteht aus 28 Aminosauren, gehort zur Familie der Sekretine und wurde
erstmals 1970 aus dem oberen Gastrointestinaltrakt des Schweines isoliert (Said und

Mutt, 1970).

Die Wirkung von VIP wird lber die G-Protein gekoppelten Rezeptoren der Klasse Il VIP-
Rezeptor 1, VIP-Rezeptor 2 und den Rezeptor 1 des hypophysdren Adenylatzyklase
aktivierende Polypeptids (VPAC1, VPAC2 und PAC1) vermittelt (Harmar et al., 1998). Die
Affinitat 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 Affinitat des
PAC1 zu VIP ist 100-fach geringer als zu seinem Hauptliganden hypophysares
Adenylatzyklase aktivierendes Polypeptid (Fahrenkrug, 2010). Die Signaltransduktion
erfolgt bei den drei Rezeptoren hauptsachlich Gber den Proteinkinase A-Signalweg . Es
wurden auch alternative Signalwege nachgewiesen, an deren Signaltransduktion
Phospholipase C, MAP-Kinase, Tyrosinkinasen oder aktivierte Kalziumkanale 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 Selektivitat
hergestellt wurden (Harmar et al., 2012; Moody et al., 2016). Die Analoga unterscheiden
sich ebenfalls in der Aktivitditsdauer im Gewebe, da VIP nach Freisetzung durch die
neutrale Endopeptidase und die aus Mastzellen stammenden Enzyme Chymase und

Tryptase zligig 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 gehoren. VIP und seine Rezeptoren werden

Uberexprimiert in Malignomen wie Blase, Brust, Leber, Lunge, Pankreas, Prostata und
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Schilddriise (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 konnen
VIP exprimieren (Wu et al., 2011; Gorky und Schwaber, 2019). In Tabelle 1.1 sind zellulare
Effekte des VIP und ihre potentielle Relevanz in der Pathogenese oder Therapie humaner

Volkskrankheiten zusammengefasst.

Tabelle 1.1 Ubersicht der extrakutanen Effekte des VIP.

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

Organsystem/ Zellulare Effekte Potentielle Relevanz Referenz
Organ/ in
Gewebe
Gastrointesti- | Relaxation glatter Muskulatur | Peristaltikstérungen Ben-Horin und
naltrakt Chowers, 2008
Gefalle Endothelunabhangige Pulmonale arterielle Wuetal., 2011
Vasodilatation Hypertonie
Immunsystem | LPS-induzierte IL-6-Bildungd, | Sepsis lbrahim et al.,
Neutrophileninfiltration, 2012
Bildung freier Radikale, Asthma, Gonzalez-Rey et
Phagozytoseaktivitat, Morbus Crohn, al., 2007; Jiang
Bildung von Zytokine (IL-12, Rheumatoide Arthritis etal, 2016
IL-16, TNFa),, (IL-10)
Lunge Bronchodilatation, Chronisch-obstruktive | Voisinetal.,
Immunfunktion, Lungenerkrankung 2017
Vasodilatation
Karzinome Proliferation Karzinome in Blase, Moody et al.,
Angioneogenese Brust, Lunge und 2016
Weiteren

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 konnen folglich bei erhdhter 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
follikularer 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). Fir
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 fiir die Pathogenese kutaner

Erkrankungen zusammengefasst.

Tabelle 1.2 Ubersicht der kutanen Effekte des VIP.

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

Organ/ Wirkungen Potentielle Relevanz Referenz
Zellpopulation in
Gefalle Endothelunabhangige Thermoregulations- Kellogg et al., 2010
Vasodilatation storungen
Keratinozyten | Proliferation, atopische Dermatitis, | Kakuraietal., 2001;
(HaCaT, Synthese” von IL-6, SCF, | Psoriasis, Kak“raf et al., 2002;
Epidermis) VEGF Wundheilung, E:Z:;ileitacl’.l;’zzt)()lig;
Langerhans- Antigenprasentationy, Hypersensitivitats- Ding et al., 2007
zellen LPS-induzierte TNFa- reaktionen,
Sekretiond, Infektionen
Lymphozyten Bildung von Zytokinen atopische Dermatitis, | Chanetal., 1997;
(IL-12, IL-16, TNFa), Hypersensitivitats- Jarvikallio et al.,
(IL-10)1 reaktionen 2003; Kulka et al.

2008; Reich und

Neutrophileninfiltration, | Psoriasis Szepietowski, 2008

Modulation des TH1/TH,

Verhéltnisses

Mastzellen Chemokinbildung1, atopische Dermatitis, | Jarvikallio et al.,
Degranulation® Psoriasis 2003; Kulka et al.,
2008
Merkelzellen Modulation der atopische Dermatitis, | Hartschuhetal.,

1983b; Tachibana
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Sensitivitat neuraler Prurigo und Nawa, 2005
Endplatten
Schweil3- SchweiBsekretion T Hyperhidrose Tainio, 1987
drisen

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 zugehdrigen
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 gehoren Alter (Seiberg, 2013), ultraviolette
Strahlung (Liu und Fisher, 2010) oder das Epilieren (Li et al., 2017) . Zu den Intrinsischen
gehoren 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) Gber 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 grine 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 zugehorigen Proteins;
TRYP1/2: Tyrosinase zugehoriges Protein. Abbildung modifiziert aus D' Mello et al., 2016
Abbildung 2.

1.4.2 Melanozytenbiologie

Wahrend der embryonalen Vertebrogenese migrieren Zellen der dorsalen Neuralleiste in
die Epidermis. Pluripotenten Vorlauferzellen differenzieren zu bipotenten Vorlduferzellen
und schlieBlich 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 follikuldren

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 Talgdriisenepithel. Amelanotische Melanozytenpopulationen
befinden sich in bulge, duBerer Wurzelscheide sowie dem &duReren und proximalen
Haarbulbus. Amel-BMc: Amelanotische bulbdre Melanozyten; DP: Dermale Papille;
Epi: Epidermis; IFD: Infundibulum; Mc: Melanozyten; Mel-BMc: Melanotische bulbare
Melanozyten; ORS: AuBere Wurzelscheide; SG: Talgdriise. Abbildung modifiziert aus
Slominski et al., 2005 Abbildung 1.

Die melanotischen Melanozytenpopulationen in der Epidermis und der zentralen Matrix
bestehen aus groRBen Zellen, die mit langen Dendriten melaninhaltige Granula in die
umgebenden Keratinozyten transferieren. Die melanotischen Melanozyten in den
Basalzellschichten der infundibuldaren ORS und des Talgdriisenepithels 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 suprabulbadren ORS sowie den dulReren und proximalen Anteilen des Bulbus. In
der Basalzellschicht der bulge befinden sich melanozytire Vorlduferzellen mit
Stammezelleigenschaften. Sie sind phanotypisch undifferenziert, das heiRt 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

melanozytaren Subpopulationen des HF verglichen.

Tabelle 1.3 Vergleich follikuldrer melanozytarer Subpopulationen.

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

Melanozytare Markerproteine Referenz

Subpopulation Tyrosinase | TRP1 | TRP2 | c-Kit | DOPA

Infundibulare Keine Daten + Tobin, 2011

Melanozyten

Melanoblasten der - - + +/- | Keine | Petersetal,2002;
. Nishimura, 2011; Tobin,
Woulstregion Daten
2011
Vorlduferzellen der - - - + +/- Botchkareva et al., 2001;

.. Peters et al., 2002
suprabulbdren und

bulbaren ORS

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

. . Peters et al., 2002
inneren Haarmatrix

Melanozyten der + + + + + Botchkareva et al., 2001;
Peters et al., 2002;
zentralen
Nishimura, 2011; Tobin,
Haarmatrix 2011

1.4.3 Anagen-Katagen-Transformation

In der Anagen VI Phase sind die Melanozyten der zentralen Matrix grol3, pigmentiert und
besitzen lange Dendriten. Die Rate der Melaninsynthese ist maximal (siehe Abbildung
1.2). Beim Ubergang in die friihe Katagenphase verkiirzen sich die Dendriten. Es
reduzieren sich Tyrosinaseaktivitat, Melanosomenbildung und Melanosomenibertragung
(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 enthdlt der HF keine pigmentierten Melanozyten mehr (siehe

Abbildung 1.2). Jedoch beherbergt der sekundare Haarkeim melanozytare Vorlduferzellen
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aus denen sich im nachsten Haarzyklus die melanozytiren Subpopulationen der

reversiblen follikuldaren 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). Uber den

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

follikuldare 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)
2)
3)

4)
5)

6)

7)

8)

Wo wird VIP follikuldar und perifollikular exprimiert?

Wie sind die VIP-Rezeptoren follikular verteilt?

Wird die endogene Expression von VIP und seinen Rezeptoren durch die Behandlung
mit VIP beeinflusst?

Beeinflusst die Behandlung mit VIP die Proliferation von Matrixkeratinozyten in situ?
Beeinflusst die Behandlung mit VIP die keratinozytiren Vorlauferzellen der
suprabulbdren Region in situ?

Wie wirkt sich die Behandlung mit VIP auf die Anagen-Katagen-Transformation und
das Haarwachstum aus?

Wie wirkt sich die Behandlung mit VIP auf follikulare Melanozyten und ihre bulbaren
Vorlauferzellen aus?

Beeinflusst die Behandlung mit VIP die follikuldre Melanogenese?
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1.6 Experimentelles Design

Fir die Studienplanung waren detaillierte Kenntnisse tber die follikulare 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-

farbungen und immunhistochemischen Farbungen untersucht.

Die biochemischen Veranderungen der HF nach Behandlung mit VIP wurden an
mikrodissezierten, kultivierten HF erforscht. Dazu wurden RT-gPCR, Immunfluoreszenz-
farbungen und immunhistochemische Farbungen verwendet. Insgesamt sollten drei
Zielgene und 11 Zielproteine analysiert werden (siehe Tabelle 1.4). Wenn mdglich, sollten
Methoden gewadhlt werden, die eine detaillierte Beurteilung der Zellmorphologie

erlauben.

Tabelle 1.4 Ubersicht 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

Ausmald 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 melanozytare | Melanin, c-Kit, gp100, MITF,

Pigmentbildung Tyrosinaseaktivitat
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Die Materialien, welche zur Darstellung der Methodik erforderlich gewesen sind, werden
im FlieBtext genannt und gegebenenfalls erlautert. Eine Auflistung aller verwendeten

Materialien befindet sich im Anhang in Kapitel 9.2.

2.2 Humane Gewebeproben

2.2.1 Kopfhautresektate

GemaR den Prinzipien der Deklaration von Helsinki (World Medical Association) wurden
alle Experimente an menschlichem Gewebe mit Einverstandnis der Ethikkommission der
Universitat zu Libeck durchgefiihrt, Ethikantrag 06-109 vom 18.07.2006 (siehe Kapitel
9.1.1). Die Zusendung von Kopfhautresektaten erfolgte nach Patientenaufklarung und
Einverstandnis durch den entnehmenden Plastischen Chirurgen (Klopper 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 Probenqualitdt erforderlich. Es wurden nur Resektate weiterverarbeitet, die

folgende Kriterien erfiillten:

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 wahrend 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 fiir Positivkontrollen

Humane Gewebe von Tonsille, Plazenta, Hypophyse und Diinndarm wurden vom Institut
fir Pathologie des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus Libeck mit
Genehmigung der Ethikkomission der Universitdt zu Libeck bereitgestellt, Ethikantrag 06-
109 vom 18.07.2006 (siehe Kapitel 9.1.2). Die Proben wurden zur Qualitatskontrolle und
Etablierung der Immunfluoreszenzfarbungen verwendet. Fiir 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 Herauslosen 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
Qualitatskontrolle der isolierten HF (siehe Abbildung 2.2). Fiir die Kultivierung wurden nur
unbeschadigte, pigmentierte HF in der spaten Anagenphase (Alam et al., 2018), ohne
extrafollikulare Gewebereste und mit vollstindig erhaltener CTS verwendet (siehe

Abbildung 2.2.C).

~
3 e &'y
Spate Frihe Mittlere
Anagenphase Katagenphase Katgenphase

Abbildung 2.2 Stereomikroskopische Qualitatskontrolle mikrodissezierter Haarfollikel.

Die Haarfollikel wurden auf sichtbare Beschadigung (A) und ausreichende Trennung von
der Subkutis oder sonstigen Anhangsgeweben geprift (B). Im Anschluss wurden die
Haarfollikel nach ihrer morphologischen Haarzyklusphase selektiert (C-E). In Abbildung C
markieren die Hilfslinien die dullere Grenze des bulbaren 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).
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Abbildung 2.3 Kultivierung mikrodissezierter Haarfollikel.

Nach Uberfiihrung 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 Ubersicht der verwendeten Kulturprotokolle.

Die kultivierten Haarfolikel wurden fiir die Echtzeit quantitative Polymerase-
Kettenreaktion (Protokoll A), Immunfluoreszenzfarbungen (Protokoll B) oder die
Untersuchung des Haarwachstums verwendet (Protokoll C). Der Behandlungsgruppe
wurde 0,3 umol/L vasoaktives intestinales Peptid (VIP) Gber das Kulturmedium zugesetzt.
Die Kontrollgruppe wurde dabei mit Kulturmedium inkubiert, dem das Losungsmittel des
VIP zugesetzt war. Lange: Messung der Haarfollikellange.

0 Stunden 6 Stunden
Mikrodissektion Einbettung
A
und Behandlung
0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
Mikrodissektion Ldnge und Ruhe Ldnge und
& und Lange Behandlung Einbettung
0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
Mikrodissektion Lange und Ruhe Lange und
c und Lange Behandlung Behandlung
96 Stunden 120 Stunden 144 Stunden 168 Stunden
Ruhe Lange und Ruhe Lange und
Behandlung Einbettung
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2.3.3 Messung des Haarwachstums

Haarwachstum beinhaltet die Verlangerung 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).

DP M ORS IRS CTS HS

Abbildung 2.4 Darstellung des Haarwachstums.

Die Haarfollikellange beschreibt den Abstand zwischen dem proximalem Haarbulbus und
dem distalen Ende des Haarschaftes (a). Wahrend der Kultivierung verlangerte sich der
Haarfollikel (b). OriginalvergrofRerung 400-fach. CTS: Follikuldare Bindegewebsscheide;
DP: Dermale Papille; HS: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide; M: Haarmatrix;
ORS: AuBere 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.) Gberfiihrt und mindestens eine Stunde fixiert (siehe
Abbildung 2.5.A-C). Die chemische Einbettung erfolgte maschinell tiber Nacht durch die
dermatohistopathologische Abteilung der Klinik fir Dermatologie, Allergologie und

Venerologie des UKSH Campus Liibeck (Bertolini, 2014).

Bei der mechanischen Einbettung wurden die Proben in einem stdhlernen Wannchen
ausgerichtet, mit 60 °C heilem Paraffin Gbergossen, mit der Einbettkassette bedeckt, bei

-10 °C ausgehartet (siehe Abbildung 2.5.D) und bei Raumtemperatur (RT) gelagert.
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Abbildung 2.5 Methode der Formaldehydfixierung und Paraffineinbettung.

Ein Haarfollikel wurden aus einem Well (A) in eine Einbettungskassette (B) liberfiihrt und
in 4% Paraformaldehydlosung 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 anschliefend
bei -80°C gelagert. War eine RT-qPCR geplant, wurden Ribonuklease freie

ReaktionsgefdRe verwendet (Bertolini, 2014).

2.3.5 Vorbereitung der eingebetteten Proben

Die Paraffinblocke wurden mit einem handelstiblichen Tiefklihlgerat auf -20 °C abgekihlt
und mit einem Leica RM 2255 Mikrotom und 4 pum Schnittdicke geschnitten. Die
Rehdydratisierung paraffinierter Gewebeschnitte erfolgte Uiber 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) Gber 20 min in

einer handelsiblichen Mikrowelle (Bertolini, 2014).

Kryofixierte, in Cryomatrix eingebettete, HF-Triplets wurden mit einem Leica 3500-
Kryostat und 7 um Schnittdicke geschnitten. Nach dem Trocknen der Gewebeschnitte
Uber 10 min bei RT, erfolgte je nach Protokoll die Fixierung in Aceton fiir 10 min bei-20 °C,
in Methanol-Aceton-Losung (1:1) fiir 10 min bei -20 °C oder in 1 % Paraformaldehyd in
Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) fir 10 min bei RT. Auf die Fixierung mit
1 % Paraformaldehyd in PBS folgte eine Postfixierung mit Ethanol-Eisessig-Losung (2:1)
tber 5 min bei-20 °C.
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Fir die Waschschritte wurden Tris-gepufferte Salzlésung (TBS), PBS oder Tris-
Natriumchlorid-Tween Puffer (TNT) verwendet. Die Inkubatiosschritte fanden in feuchten
Objekttragerkammern oder Farbekdsten nach Hellendahl und Hecht statt (siehe

Abbildung 2.6).

Abbildung 2.6 Material fiir Waschschritte und Inkubationsschritte.

Feuchte Objekttragerkammern (A) wurden fir Wasch- und Inkubationsschritte
verwendet. Farbekdsten nach Hellendahl und Hecht (B) wurden fir die Inkubation
verwendet, wenn kleine Volumina auf die Objekttrager pipettiert werden mussten.

2.4 Histochemische Farbung

2.4.1 Fontana-Masson-Fiarbung

Die Fontana-Masson-Farbung stellt argentaffine Molekiile 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. Fir die
Rehydratisierung paraffinerter HF wurde Natriumcitrat-Puffer verwendet. Die Fixierung
kryofixierter HF-Triplets erfolgte mit 1 % Paraformaldehyd in PBS und Ethanol-Eisessig-
Losung (Bertolini, 2014). Die Inkubation in 10 %iger ammoniakalischer Silbernitratlosung
unter Lichtabschluss im Inkubator sattigte die Gewebe mit Silberionen auf. Durch Zugabe
von Natriumthiosulfat erfolgten Reduktion und Ausfallung der Silberionen (Kl6pper et al.,

2010).
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2.5 Immunfluoreszenz- und immunhistochemische Farbungen

2.5.1 Primarantikorper und Sekundarantikorper

Tabelle 2.2 Ubersicht der verwendeten Priméarantikorper.

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

Ziel- Herkunft Klon Verdiin- | Hersteller | Katalog- Referenz
antigen nung nummer
CK15 Maus LHK15 1:100 EMD CBL272 Ramot et al.,
Millipore 2015
CK19 Maus Ks19.1 1:200 Progen 61010 Ramot et al.,
(A53-B/A2) Biotechnik 2015
c-Kit Hase pAb 1:400 DAKO A4502 Petersetal.,
2007; Bertolini
etal., 2014
gp100 | Maus NKI/beteb 1:200 Sanbio MON7006 | Hachiyaetal.,
Monosan 2009; Samuelov
etal., 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
etal., 2010; El-
Shazly et al.,
2013
VPAC1 | Hase pAb 1:200 Novus NBP1- Keine Referenz
Biologicals | 89640 vorhanden.
VPAC2 | Hase pAb 1:100 Abcam ab28624 Kulka et al.,
2008
Tabelle 2.3 Ubersicht der verwendeten Sekundirantikorper.
Hersteller: Beckmann Coulter (Krefeld, Deutschland); Jackson Immunoresearch

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

Antikorper Konjugation Verdiin- | Hersteller Katalog- Referenz
nung nummer

Ziege anti- Biotin 1:200 JIR 111-065-045 | Petersetal., 2007
Hase
Ziege anti- | Alexa Fluor 488 | 1:400 Invitrogen | A-11008 Hardman et al.,
Hase 2015
Ziege anti- | Alexa Fluor 488 | 1:400 Invitrogen | A-11001 Mo et al., 2016;
Maus Sun et al., 2017
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Ziege anti- | Alexa Fluor 546 | 1:400 Invitrogen | A-11030 Murayama et al.,
Maus 2015; Sun et al.,
2017

Ziege anti- Biotin 1:200 Beckmann | PNIM 0816 Peters et al., 2007
Maus Coulter
Ziege anti- Rhodamin 1:200 JIR 115-295-062 | Van Beek, 2010
Maus

2.5.2 Immunfluoreszenzfirbungen

Die  Antigenvisualisierung  erfolgte durch die Methode der indirekten

Immunfluoreszenzfarbung (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 gefarbt (siehe Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4 Ubersicht der verwendeten Immunfluoreszenzfiarbungen.

CK: Zytokeratin; c-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; IF: Immunfluoreszenzfarbung;
MITF: Mikroophthalmie-assozierter Transkriptionsfaktor; 1 % PFH: 1 % Paraformaldehyd
in Phosphat-gepufferter Salzlosung; 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 Indirekte IF (Alexa
Fluor 546) Fluor 488)
Ki-67/TUNEL | Natrium-Citrat Puffer Indirekte IF ApopTag Fluorescein
(paraffiniert) oder (Rhodamin) in situ Apoptosis
1 % PFH (kryofixiert) Detection Kit
MITF Aceton Indirekte IF -
(Alexa Fluor 488)
Tyrosinase- Methanol/Aceton TSA mit -
aktivitat Chromogen Cy3
VPAC1/ Tris-EDTA Puffer TSA Indirekte IF (Alexa
VPAC2 Fluor 488)
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Die Inkubation der Gewebeproben mit 10 % Ziegennormalserum fiihrt zur Blockierung
unspezifischer Proteinbindungen. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte tber
Nacht bei 4 °C. Die Inkubation mit dem gegen die Spezies des Primarantikorpers
gerichteten Immunglobulin G-Sekundarantikdrpers erfolgte tGber 45 min bei RT (Bertolini,
2014). Die Sekundarantikorper waren gekoppelt mit Rhodamin, Alexa Fluor 488 oder
Alexa Fluor 546. In Tabelle 2.2 und Tabelle 2.3 sind alle fiir die Datenerhebung

verwendeten Primarantikdrper und Sekundarantikdrper aufgelistet.

Nach Applikation des ersten Detektionssystems erfolgten alle weiteren Schritte unter
Lichtabschluss. Zur Gegenfarbung wurde 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) verwendet,
das sich in doppelstriangige Desoxyribonukleinsdure (DNS) einlagert und nach Anregung

blaues Licht emittiert (A=461 nm).

2.5.3 Tyramid Signal Amplifikationsmethode

Die TSA wurde mit dem ,, TSA Fluorescein System” und dem , TSA Tetramethylrhodamine

System” durchgefiihrt (Sugawara et al., 2013; Ramot et al., 2015).

Zur Vorbereitung der Inkubation mit dem Primarantikérper wurden die endogenen
Peroxidasen durch Inkubation mit 3 % Wassserstoffperoxid aufgesattigt, die endogenen
Bindungsstellen fir 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 Primarantikérper und dem biotinylierten Sekundarantikorper
(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
Sekundarantikorper 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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oberflachlicher Proteine in direkter Umgebung der Meerrettichperoxidase (Wang et al.,

1999; Faget und Hnasko, 2015).

2.5.4 Tyrosinaseaktivitat

Fir die Darstellung der Tyrosinaseaktivitdit wird die TSA so modifiziert, dass die
enzymatische Aktivitat der endogenen Tyrosinase den biotinylierten Sekundarantikérper
ersetzt (Han et al., 2002; Hardman et al., 2015). Die Tyrosianseaktivitat ist direkt
proportional zur Immunreaktivitdt ihrer angefarbten Reaktionsprodukte. Sie bildet die
Pigmentbildung des HF besser ab als die Immunreaktivitat der Tyrosinase selbst (Tobin,

2011).

Die Vorbereitung ist identisch mit der TSA (siehe Kapitel 2.5.3). Es werden keine
Antikorper benoétigt. 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 oberflachliche endogene Proteine in direkter Umgebung der
Tyrosinase (Han et al., 2002). Die Visualisierung erfolgt durch Zugabe von Streptavidin-
Cy3, welches Uber 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
(Klépper et al., 2013b; Langan et al., 2015; Oh et al., 2016). Ki-67 ist ein nukleares Protein,
das wahrend der Mitose auf der chromosomalen Oberflache 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 fir terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate nick end

labelling und wird nachfolgend so abgekiirzt. Bei der TUNEL Methode werden mit
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Digoxigenin  konjugierte  Desoxyuridintriphosphatmolekiile durch die terminal
deoxynucleotidyl transferase an freie 3‘ OH-Enden von DNS-Bruchstiicken gebunden,
sodass digoxigenierte DNS entsteht. Flir die TUNEL Methode wurde das ,ApopTag
Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit” verwendet (Klopper et al., 2010; Langan et

al., 2015).

2.5.6 Immunhistochemische Firbungen

Immunhistochemische Farbungen wurden zur Darstellung von Expressionsmustern und
zur Etablierung neuer Farbungen 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 Ubersicht der verwendeten immunhistochemischen Firbungen.

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 Primarantikérper wurden die endogenen
Peroxidasen, die endogenen Bindungsstellen fiir Avidin und Biotin und unspezifsche
Proteinbindungen aufgeséttigt, wie in Kapitel 2.5.3. beschrieben. Der Primarantikorper
inkubierte Uber Nacht bei 4 °C. Der biotinylierte Sekundarantikorper inkubierte Uber
45 min bei RT. Zur Detektion dienten das ,,DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit“ oder das
JAEC 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 bendétigte 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 Uberpriifung der Qualitdt und Durchfiihrung

von Antikorperfarbungen. Als Positivkontrollen dienten Gewebe beziehungsweise

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

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

sondern nur mit seinem Losungsmittel inkubiert wurde. Die Kontrolle des

Sekundarantikorpers auf unspezifische Bindung erfolgte durch Inkubation eines weiteren

Gewebeschnittes mit dem Losungsmittel des Sekundarantikérpers.

Tabelle 2.6 Ubersicht der verwendeten Positivkontrollen.

CTS: Follikulare Bindegewebsscheide; Kryo: Kryofixiert.

Antigen Einbettung/Fixierung Positivkontrolle Referenz

CK15 Paraffin Epidermale und follikuldre Moll et al., 2008; Ramot
Keratinozyten etal, 2015

CK19 Paraffin Epidermale und follikuldre Moll et al., 2008; Ramot
Keratinozyten etal, 2015

c-Kit Paraffin Epidermale und follikulare Samuelov et al., 2013
Melanozyten

gp100 Paraffin Epidermale und follikulare Gaspar et al., 2011
melanotische Melanozyten

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

Langan et al., 2015

Melanin Kryo, Paraffin Epidermale und follikulare Samuelov et al., 2013
melanotische Melanozyten

MITF Kryo Epidermale und follikuldre Nishimura et al., 2005;
Melanozyten Gasparetal., 2011

TUNEL Kryo, Paraffin Follikuldre Keratinozyten Klopper et al., 2010;
und Fibroblasten der CTS Ramot et al., 2015

Tyrosinase- | Kryo Epidermale und follikulare Han et al., 2002

aktivitat Melanozyten

VIP Paraffin Rachenmandel Odum et al, 1998;

Bronzetti et al., 2006

VPAC1 Paraffin Jejunale Mukosa und Schulz et al., 2004
myenterische Ganglienzellen

VPAC2 Paraffin Jejunale mukosale Fischer et al, 2001;
neuroendokrine Zellen und | Schulz et al., 2004
glatte Gefallmuskulatur
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2.7 Mikroskopie

Das Stereomikroskop mit Messokular (+/- 50 um) Zeiss Stemi 2000-C wurde zur HF-
Isolierung und zur Messung des Haarwachstums verwendet. Mit einem Kriss
Monokularmikroskop wurde die Farbentwicklung der Chromogene wahrend der
immunhistochemischen Farbunge beobachtet. Das Mikroskop Keyence Biozero-8000 mit
der Software ,Biozero Image Observer” und ,Biozero Image Analyzer”, jeweils Version

2.5, wurde fur die Lichtmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie verwendet.

2.8 Semiquantitative (Immun-) Histomorphometrie

2.8.1 Prinzipien

Die Auswertung erfolgte an Aufnahmen mit 200-facher VergrofRerung. Die
semiquantitative (Immun-) Histomorphometrie wurde mit Imagel) 1.40 g durchgefihrt.
Bei der Messung der Immunreaktivitat (IR) wurden RGB-Werte bestimmt, deren Einheit
RGB-Wert/px? 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

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

2.8.2 Bestimmung der Haarzyklusphasen

Die Haarzyklusphasen wurden anhand morphologischer und histochemischer Merkmale
bestimmt (Klopper 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 Klépper et al., 2010 Tabelle 1.

| Marker \ Anagen VI Phase \ Friihe Katagenphase \ Abbildung
1. Qualitative morphologische Parameter
1.1 | Dermale Papille | Zwiebelformig Ovaler Al, B1
1.2 | Haarmatrix GrofRer Durchmesser, Schmaler, gestreckter, | Al, B1
Zelldichte hoch Zelldichte geringer
1.3 | Haarmatrix Melaningehalt hoch, | Melaningehalt Al, B1
Melanin auch proximal | geringer,  Betonung
der Auberschen Linie, | der prakortikalen
keine Melaninklumpen | Matrix, Melanin-
klumpen
2. Quantitative morphometrische Parameter
2.1 | Anteil der Ki-67+ | Hoch Niedriger Al, B1
Zellen
2.2 | Melaningehalt Hoch Niedriger A2, B2
der Haarmatrix
2.3 | Anzahl der Hoch Niedriger A3, B3

gp100+ Zellen

Al

Anagen VI Phase

Friihe Katagenphase

Abbildung 2.7 Vergleich von Anagen VI Phase und friiher Katagenphase.

Reprasentative Aufnahmen. OriginalvergroRerung 200-fach. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase
Kit; DAPI: 4‘, 6-Diamidin-2-Phenylindol; TUNEL: Terminal deoxynucleotidy! transferase
deoxyuridine triphosphate nick end labelling.
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Zur quantitativen Auswertung der Haarzyklusphasen wurde der etablierte Haarzyklus-
Score (HCS) verwendet (Miller-Roéver et al., 2001; Klépper 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
Spate Anagenphase 100
Frihe Katagenphase 200
Mittlere Katagenphase 300
Spate Katagenphase 400

2.8.3 Referenzareale

2.8.3.1 Bulbdre Referenzareale

Die zur Beantwortung der spezifischen Fragestellungen relevanten bulbéaren
Zellpopulationen waren Matrixkeratinozyten, melanotische Melanozyten, melanozytare
Vorlauferzellen und mesenchymalen Zellen der DP. Als proximale Grenze des Bulbus
wurde die fiinfte 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 groBte Anteil proliferierender
Matrixkeratinozyten (siehe Abbildung 2.8.A), weshalb dieses Referenzareal zur Evaluation
der matrixkeratinozytaren Parameter verwendet wurde (Kl6pper et al., 2013a; Langan et

al., 2013).
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CTS
ORS
IRS 5.2L
PZ
AL
M

Abbildung 2.8 Bulbére Referenzareale.

Anhand der Auberschen Linie wird der Haarbulbus in ein proximales (A) und distales
Referenzareal (B) unterteilt. Fontana-Masson-Farbung. OriginalvergroRerung 400-fach.
AL: Aubersche Linie; CTS: Follikuldare Bindegewebsscheide; IRS: Innere Wurzelscheide;
M: Haarmatrix; PZ: Pigmentbildende Zone; ORS: AuRere 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 GréRe (Gaspar et
al., 2011; Samuelov et al., 2013; Hardman et al., 2015). Melanozytdre Vorlauferzellen
befinden sich im proximalen Bulbus und in der bulbdren ORS (siehe Abbildung 1.6). Seit
der Erstbeschreibung melanozytdrer Subpopulationen im proximalen HF (Horikawa et al.,
1996; Tobin und Bystryn, 1996), wurden nur qualitative Expressionsanalysen zur
Charakterisierung dieser Zellen durchgefihrt (Kauser et al., 2004; Kauser et al., 2005;
Kauser et al., 2006). In dieser Studie erfolgte erstmals die quantitative Evaluation der
bulbdren melanozytdren Subpopulationen in situ. Dazu wurde der Bulbus wie bei der
Auswertung der Matrixkeratinozyten unterteilt (sieche Abbildung 2.8). Das Referenzareal
proximal der AL sollte die melanozytdren Vorlduferzellen reprasentieren und das

Referenzareal distal der AL die differenzierten Melanozyten.
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2.8.3.2 Referenzareale des suprabulbaren Haarfollikels

Die publizierten Referenzareale der suprabulbdren ORS und IRS unterscheiden sich in
ihrer GréBe und Form (Van Beek et al., 2008; Ramot et al., 2013; Fischer et al., 2014). Das
verwendete Referenzareal der suprabulbaren ORS (siehe Abbildung 2.9.A) repradsentierte
keratinozytare Vorldufzellen. Im verwendeten Referenzareal der suprabulbaren IRS (siehe
Abbildung 2.9.B) befinden sich terminal differenzierte, nicht proliferierende

Keratinozyten.

Suprabulbare
Region

Haarbulbus

3 4._,_\_._'__‘}4__'____0____ .

-

Abbildung 2.9 Suprabulbare Referenzareale.

Im suprabulbdren Haarfollikel wurden die duBere 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-Farbung. OriginalvergrofRerung 400-fach.
CTS: Follikulare Bindegewebsscheide; HS: Haarschaft; IRS: Innere Wurzelscheide;
MiF: Mikroskopisches Feld; ORS: AuRere 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-Farbung. Originalvergroferung 400-fach. CTS: Follikuldre Bindegewebs-
scheide; DP: Dermale Papille.

2.8.4 Beurteilung der VIP-Rezeptoren

Die kutane Signaltransduktion des VIP erfolgt Giber die VIP-Rezeptoren 1 und 2 (Fischer et
al., 2001; Kakurai et al., 2001). Aufgrund der deutlich geringeren Affinitat 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 hochsten IR (siehe

Abbildung 3.5).
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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 vernachlassigt wurden.

2.8.6 Beurteilung suprabulbarer keratinozytarer Vorlauferzellen

Zur Visualisierung der keratinozytaren Vorlauferzellen in der suprabulbaren ORS wurden
die Zytokeratine (CK) 15 und 19 verwendet. CK sind Intermediarfilamente, die sich im
Zellplasma befinden, Bestandteil des epithelialen Zellgerilstes sind und beispielsweise
intrazelluldare Signalwege oder Zelldifferenzierung regulieren (Moll et al.,, 2008). Die
Verteilung CK15 und CK19 st bekannt, die markierten Zellen haben
Stammazelleigenschaften (Commo et al., 2000; Ohyama et al., 2006; Tiede et al., 2007)
und ihre Verwendung zur Evaluation von Stammzellen beziehungsweise Vorlauferzellen
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 suprabulbaren

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

Zur Evaluation der follikularen Melanogense wurden die folgenden Parameter verwendet

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

e der Melaningehalt, dem Endprodukt der Melanogenese,

e die Aktivitdt der Tyrosinase, dem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der
Melanogenese

e das Glykoprotein 100 (gp100), ein pramelanosomales Strukturprotein, das in
melanotischen Melanozyten exprimiert wird (Marks und Seabra, 2001; Singh et
al., 2008)

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

Der Melaningehalt wurde nach den aktuellen Standards bestimmt (Klopper et al., 2010;
Hardman et al., 2015). In acht bit schwarz-weiR Aufnahmen der Fontana-Masson-Farbung
wurde die Farbungsintensitat in rechteckigen Referenzarealen bestimmt, welche die DP
distal der AL tangieren. In den Katagenphasen wurde ein drittes Referenzareal erganzt,
welches sich senkrecht zur follikuldren Langsachse am distalen Ende der DP befand (siehe

Abbildung 2.11).

Anagen VI Phase Katagenphasen

Pz

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

Die Farbungsintensitdit wurde in der Anagen VI Phasein 2 (A) und in einer
Katagenphase in 3 (B) rechteckigen Referenzarealen bestimmt. Fontana-Masson-Farbung.
OriginalvergroBerung 400-fach. PZ: Pigmentbildende Zone.
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Tyrosinase exprimierende Zellen befinden sich nicht ausschlieflich distal der AL, sondern
vereinzelt auch proximal. Es wurden Referenzareale verschiedener GroRe publiziert, die
meist nur einen Teil der melanotischen Melanozyten einbeziehen (Gaspar et al., 2011;
Hardman et al., 2015). In dieser Studie lag der Fokus auf allen bulbaren melanozytaren
Zellen, sodass die Immunreaktivitat der Tyrosinaseaktivitat im gesamten Bulbus bestimmt
wurde. Die Unterteilung entlang der AL wurde nicht durchgefiihrt, da die Tyrosinase

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

Fir die Evaluation von gp100 und MITF existieren keine etablierten Standards. Publiziert
wurden sowohl die Bestimmung der Immunreaktivitat als auch der Zellzahl (Gaspar 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 bulbdren Referenzarealen verwendet (siehe Abbildung
2.8). Zur Validierung der Giite des Referenzareals wurde (berprift, 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 melanozytarer Zellen

Ziel der Studie war es den Einfluss von VIP auf die Biologie follikularer Melanozyten zu
erforschen. Dazu sollte nicht nur auf die Eigenschaft der Melanogenese eingegangen
werden, sondern ebenso auf die zelluldiren Veranderungen der melanozytaren
Zellpopulationen. Die Rezeptortyrosinkinase c-Kit wird bereits in nicht-melanotischen
melanozytiaren Vorlauferzellen exprimiert und geht auch mit fortschreitender

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

Die Identifikation der melanozytdren Subpopulationen erfolgte mittels c-
Kit/gp100 Doppel-IF. Zur Quantifizierung wurden die Anzahl der gp100+ Zellen und c-Kit+

Zellen in den bulbdren Referenzarealen bestimmt (siehe Abbildung 2.8). Die Giite 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 Verhaltnis gesetzt.
Melanozytare Zellen sind entweder melanotisch oder nicht-melanotisch, sodass die
jeweiligen Anteile als Gegenereignisse berechnet wurden (siehe Abbildung 2.12). Die
Gute der verwendeten Referenzareale wurde validiert wie in Kapitel 2.8.7 beschrieben

(siehe Abbildung 9.4).

A Anteil(melanotische Melanozyten)
= 1 — (Anteil(nicht melanotische melanozytire Zellen))
B Anteil(c — Kit +/gp100 +) = 1 — (Anteil(c — Kit +/gp100-)

Abbildung 2.12 Der Anteil nicht-melanotischer melanozytarer Vorlauferzellen.

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

Die melanozytare Proliferationsrate wurde anhand der c-Kit/Ki-67 Doppel-IF ermittelt. In
den bulbiren Referenzarealen (siehe Abbildung 2.8) wurde die Anzahl der c-Kit+/Ki-67+
Zellen bestimmt und mit der c-Kit+ Zellzahl ins Verhaltnis gesetzt. Dieser Quotient wurde
als Proliferationsrate nicht-melanotischer melanozytarer Vorlduferzellen bewertet. Der
Quotient umfasst prinzipiell alle melanozytaren Zellen. Differenzierte melanotische
Melanozyten besitzen jedoch eine sehr geringe Proliferationsrate, genau wie alle terminal
differenzierten Zellen. Folglich konnte diese Proliferationsfraktion vernachlassigt werden

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

2.9 Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Alle in dieser Dissertationsschrift aufgefiihrten RT-qPCR wurden extern unter Leitung von
Prof. Dr. T. Bir6 im DE-MTA ,Lendilet” Cellular Physiology Gruppe, Abteilung fir

Physiologie der Universitdt Debrecen aus Debrecen in Ungarn durchgefiihrt.
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Ziel der RT-qPCR war die Quantifizierung der Expression der Botenribonukleinsdure
(mRNS) definierter Zielgene. Dazu wurden mikrodissezierte HF kultiviert (siehe Tabelle
2.1), kryofixiert (siehe Kapitel 2.3.4) und auf Trockeneis Uber Nacht an die DE-MTA

»Lendulet” Cellular Physiology Gruppe versandt.

Die Methode der RT-gPCR ist gut etabliert (Lisztes et al., 2019). Sie umfasst die
Aufreinigung der Ribonukleinsdauren in der Probe mittels Degradation von
Zellmembranen, Proteinen und DNS. Es folgt die reverse Transkription bei der eine
spezifische Ribonukleinsduresequenz in komplementare DNS (cDNS) revers transkribiert
wird. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bezeichnet die Vervielfaltigung (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 B-Aktin (ACTB), Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und Peptidyl-prolyl-lsomerase 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).
Referenzgen Zielgen

1
:
N 7004 ! E 4 =

¢ o] | Behandlung

ACt Kontrolle
AC

t Behandlung

AAC,

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

n(PCR-Zyklen)

Abbildung 2.13 Schematische Darstellung einer Amplifikationskurve.

ACy: ACi-Wert; AAC:: AAC-Wert; n: Anzahl; PCR: Polymerase-Kettenreaktion. Abbildung
modifiziert aus Tripathi, 2018 Folie 18.
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Die Auswertung erfolgte mit der AAC,-Methode (siehe Abbildung 2.14). Sie diente zum
guantitativen Vergleich der mRNS-Expression von Behandlungs- und Kontrollgruppe. Der
C-Wert (C;) beschreibt die Anzahl an PCR-Zyklen, bei denen das spezifische
Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal gerade ubersteigt. C. ist folglich indirekt
proprotional zum cDNS-Gehalt der getesteten Probe. Das bedeutet je kleiner C; ist und je
friher das spezifische Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal (bersteigt, desto mehr

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

Bei der AAC-Methode wird von jedem Messwert der ACi-Wert bestimmt. Der ACi-Wert
(AC,) gibt die Anderung der PCR-Zyklenzahl zu dem Referenzgen an, dessen C; sich am
geringsten andert (siehe Abbildung 2.14.A). Es folgte die Berechnung des AAC-Wertes
(AAC:), der die Anzahl an PCR-Zyklen angibt, um die sich das Uberschreiten des
Hintergrundsignals zwischen den Messwerten von Behandlungs- und Kontrollgruppe
unterschied (siehe Abbildung 2.14.B). Die Menge an c¢DNS wurde durch Auflésung der
logarithmischen Beziehung zwischen dem Fluoreszenzsignal und der Anzahl der PCR-
Zyklen berechnet (siehe Abbildung 2.14.C). Zielparameter der Auswertung ist das
Verhaltnis der cDNS-Mengen von Behandlungs- und Kontrollgruppe. Dieses Verhaltnis

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

A ACt Zielgen — Ct Zielgen — Ct Referenzgen
B AAC; = AC; Behandlung — ACt kontrolte

C n(cDNS) = 274¢

D V= Z—AACt _ n(CDNSBehandlung)
n (CDNSKontrolle)

Abbildung 2.14 Rechenweg der AAC;-Methode.

ZielgroBe der AAC.-Methode ist der Verdnderungskoeffizient (V). Er beschreibt das
Verhiltnis zwischen den Mengen komplementdrer Desoxyribonukleinsdre von
Behandlungs- und Kontrollgruppe. Ci: Ci-Wert; AC: AC-Wert; AAC: AAC-Wert;
cDNS: Komplementare Desoxyribonukleinsdure; n: Anzahl; V: Veranderungskoeffizient.

41



MATERIAL UND METHODEN

2.10 Statistische Analyse

2.10.1 Statistische Methoden

Es werden die statistischen Methoden erlautert, 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 wunter der Nullhypothese ergeben. Je kleiner die
Irrtumswahrscheinlichkeit ist, desto weniger sind die Daten durch die Nullhypothese

erklarbar. Dies gilt folglich als Evidenz fir die Richtigkeit der Alternativhypothese.

Der t-Test fiir unverbundene Stichproben vergleicht die Erwartungswerte zweier

Gruppen. Folgende Voraussetzungen missen erfillt sein (Genschel und Becker, 2005):

e Die Daten sind metrisch skaliert.

e Die Beobachtungen sind unabhangig voneinander.
e Die Gruppen sind nicht miteinander verbunden.

e Die Daten sind normalverteilt.

e Die Varianzen der Stichproben sind gleich.

Die Beobachtungen sind unabhangig 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 priift, 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 priift, 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 gehoren. Es gelten folgende Voraussetzungen (Fay und Proschan, 2010):

e Die Daten haben das Niveau einer Ordinal-, Intervall- oder Verhaltnisskala.
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e Die Beobachtungen sind voneinander unabhangig.

e Die Gruppen sind nicht miteinander verbunden.

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

(Kao und Green, 2008):

e Die Daten sind metrisch skaliert.
e Die Daten sind normalverteilt.
e Die Beobachtungen sind voneinander unabhangig.

e 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 dartber
moglich wieviele und welche Gruppen sich voneinander unterscheiden. Dazu ist
Bonferronis Post-Hoc-Test zu verwenden. Dieser vergleicht die Mittelwerte der
Uberpriften 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):

e Die Daten haben das Niveau einer Ordinal-, Intervall- oder Verhaltnisskala.
e Die Beobachtungen sind voneinander unabhangig.

e 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 durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde datenunabhangig 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 StichprobengréRe (n) als
die Summe der HF definiert war. Dies war moglich, da die Patientenstichprobe homogen
war (siehe Tabelle 9.1). Die Annahme der HF als einzelne Individuen der Stichprobe
entspricht der gangigen Praxis (Hardman et al., 2015; Ramot et al., 2015; Bertolini et al.,
2016b), da die devaskularisierten und denervierten HF malgeblich und in erster Linie
durch die Kulturbedingungen beinflusst werden. Der Einfluss des individuellen
genetischen Hintergrundes kann daher bei einer homogenen Patientenauswahl
vernachlassigt werden (Philpott et al., 1994; Miiller-Rover et al., 2001; Stenn und Paus,
2001; Langan et al., 2015).

Fir den Vergleich der (immun-) histomorphometrischen Ergebnisse wurden die in Kapitel
2.10.1 aufgefiihrten statistischen Tests verwendet. Alle getesteten Gruppen waren
unverbunden und deren Beobachtungen unabhangig. Mit dem D’ Agostino-Pearson
omnibus K2-Test wurden die Daten auf Normalverteilung getestet. Der ungepaarte t-Test
flr unverbundene Stichproben wurde gewahlt, wenn zwei normalverteilte Stichproben
miteinander verglichen wurden. Mit dem F-Test wurde die Varianzgleichheit iberprift.
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 Uberpriifung des ordinal skalierten Haarzyklus-Score

(siehe Abbildung 3.10).

Fiir 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 ausgeschittet wird und wie seine Rezeptoren
follikular verteilt sind. Die physiologischen mRNS-Expressionslevel von VIP und den VIP-
Rezeptoren VPAC1 und VPAC2 wurden an kultivierten mikrodissezierten HF mittels RT-

gPCR und AAC-Methode untersucht (siehe Abbildung 3.1).

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

wurde signifikant starker 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 follikuldre 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.
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Abbildung 3.1 VIP und seine Rezeptoren werden follikuldr exprimiert.

Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte mittels Echtzeit quantitativer
Polymerase-Kettenreaktion. Die Botenribonukleinsdare 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 follikuldr exprimiert wird. Es stellte sich die Frage, wie die VIP-
Expression verteilt ist. Dazu wurde VIP in gesunder Kopfhaut mittels

immunhistochemischer Farbung und IF angefarbt.

Es wurden zahlreiche VIP-erge Nervenfasern detektiert (siehe Abbildung 3.2). Sie
befanden sich in den Bindegewebsscheiden von SchweilRdriisen (siehe Abbildung 3.2.A)
und in der CTS (siehe Abbildung 3.2.B, F). Weiterhin wurde VIP-IR im Zytoplasma
leukozytarer mononukledrer Zellen nachgewiesen (siehe Abbildung 3.2.C), die anhand der
Zellmorphologie als Lymphozyten und Mastzellen identifiziert wurden. In neutrophilen
Granulozyten, dem Talgdrisenepithel, der Talgdriisenbindegewebsscheide und im HF-

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

Unsere Ergebnisse bestdtigen die publizierten Verteilungsmuster der VIP-Expression und
erganzen detaillierte Abbildungen der kutanen und follikuldren 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.

Reprasentative Aufnahmen von immunhistochemischen Farbungen (A-D) und
Immunfluoreszenzfarbungen (E-G) in Kopfhaut. Die Schnittdicke betrug 4 um (A-D) und
25 um (E-G). Die Pfeilspitzen markieren Lymphozyten (gelb), Mastzellen (griin) und
neutrophile Granulozyten (blau). Balken 20 um (A-C), 50 um (D-F). CTS: Follikulare
Bindegewebsscheide; DAPI: 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol; ORS: AuRere Wurzelscheide;
VIP: Vasoaktives intestinales Peptid. Abbildung E, F aus (Bertolini et al., 2016b).
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3.3 VIP-Rezeptoren werden follikular 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 follikularen Verteilungsmuster der VIP-
Rezeptoren. Dazu wurde VPAC1 und VPAC2 in Kopfhaut mittels IF angefarbt.

Die hoéchsten VPAC1-IR wurden im Bulbus, in der Kutikula der IRS, in der proximalen
suprabulbdaren ORS und im Infundibulum nachgewiesen (siehe Abbildung 3.3.B). Im
Bulbus zeigte der proximale Bulbus die hochste IR (siehe Abbildung 3.3.D). In der
proximalen suprabulbdren Region war die IRS starker immunreaktiv als die ORS (siehe
Abbildung 3.3.E). Im mittleren Teil der suprabulbdaren 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, 1)

Die hochste 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 hochste IR (siehe Abbildung 3.3.F, G, K, L), wobei infundibular alle
Zellschichten der ORS stark immunreaktiv waren (siehe Abbildung 3.3.L). Innerhalb der
IRS bestand eine hohere IR in der Kutikula (siehe Abbildung 3.3.G). Analog zu VPAC1, war
die VPAC2-IR im Abschnitt zwischen proximaler suprabulbdrer Region und Wulstregion

geringer (siehe Abbildung 3.3.K).

Die Ergebnisse ergdnzen eine detaillierte Erstbeschreibung der follikuldren
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 bestatigen lasst.
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Abbildung 3.3 VIP-Rezeptor 1 und 2 werden im Haarfollikelepithel exprimiert.

Reprasentative Aufnahmen der Doppel-Immmunfluoreszenzfarbung VPAC1/VPAC2.
Abbildungen A-C sind aus 22 Einzelaufnahmen zusammengesetzt. Abbildungen D-L sind
Ausschnitte der Abbildungen B und C. Balken 200 um (A-C), 50 um (D-L). Die Pfeilspitzen
zeigen auf die Basalzellschicht. DAPI: 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol; IRS: Innere
Wurzelscheide; ORS: AuRRere 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 finf Referenzarealen
ausgewertet (siehe Abbildung 3.4).

Die Intensitat der Proteinexpression von VPAC1 und VPAC2 war jeweils im proximalen
Bulbus signifikant hoher als in den anderen Referenzarealen (siehe Abbildung 3.4). Die
geringste IR wurde in der suprabulbdren ORS (VPAC1) und der DP (VPAC2) bestimmt. Die
Intensitat der Expression von VPAC1 ist hoher 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 héchsten
Intensitat exprimiert.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mittels VPAC1/2 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet.
Reprasentative Aufnahmen, die jeweils aus 3 Einzelaufnahmen zusammengesetzt
sind (C, D). Balken 50 um. 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: Suprabulbare
innere  Wurzelscheide; n: Anzahl; ORS: Suprabulbire &duBere Wurzelscheide;
p: Signifikanzwert; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2.

Die Daten der quantitativen Untersuchung ergdanzen die qualitative Beurteilung der
Verteilungsmuster von VPAC1 und VPAC2 (siehe Kapitel 3.3.1). Es bestatigte sich, dass
beide VIP-Rezeptoren im proximalen Bulbus mit der hdchsten Intensitdt exprimiert

werden. Interessanterweise ist nur bei VPAC1 die suprabulbédre IRS starker immunreaktiv
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als die ORS (siehe Abbildung 3.4). Beim qualitativen Vergleich der VIP-Rezeptoren schien
VPAC1 vorwiegend in der suprabulbdaren IRS und VPAC2 vorwiegend in der
Basalzellschicht der suprabulbdaren ORS exprimiert zu werden. Die direkte
Gegenlberstellung der Proteinexpressionen von VPAC1 und VPAC2 ist nicht sinnvoll, da
das Expressionsniveau von VPAC1 in allen Referenzarealen héher war als das von VPAC2
(siehe Abbildung 3.4.A, B). Die VIP-Rezeptoren wurden proximal der AL am starksten
exprimiert (VPAC1=10,1; VPAC2 =4,3) und der Anteil des Referenzareals mit der
geringsten IR war bei beiden gleich (VPAC1ors =42 %; VPAC2pp =42 %). Es erfolgte die
Gegenulberstellung der VIP-Rezeptoren mittels Normalisierung zum Referenzareal mit der

hochsten IR (siehe Abbildung 3.5).

Die Gegenuberstellung der VIP-Rezeptoren zeigte, dass VPAC1 in der suprabulbdren IRS
mit hoherer Intensitat exprimiert wurde als VPAC2. Wiederum wurde VPAC2 in der
suprabulbdren ORS mit hdherer Intensitdat exprimiert. In den weiteren Referenzarealen
unterschied sich die Intensitdt der Proteinexpressionen von VPAC1 und VPAC2 nicht
signifikant (siehe Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5 Vergleich der suprabulbdren 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: Suprabulbare innere Wurzelscheide;
n: Anzahl; ORS: Suprabulbare duBere 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 groBten, dem Referenzareal der stark
proliferierenden Matrixkeratinozyten. In der suprabulbdren IRS, dem Referenzareal der
terminal differenzierten Keratinozyten, bestand im Vergleich zu VPAC2 eine hoéhere
Intensitat der VPAC1-Expression. In der proximalen suprabulbdren ORS, dem
Referenzareal der epithelialen Vorlauferzellen, bestand im Vergleich zu VPAC1 eine
hohere Intensitat der VPAC2-Expression. In der DP, wurden VPAC1 und VPAC2 gering
exprimiert.

Die charakteristische Verteilung von VPAC1 und VPAC2 kdnnte eine differenzierte
Beeinflussung der follikuldren Biologie durch VIP erméglichen. Folglich wurde untersucht,
ob die Behandlung mit VIP zu relevanten Veranderungen der Signalwege von VIP,

Keratinozyten und Melanozyten fiihrt (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 Ausschiittung
von VIP die Biologie des HF Uber die VIP-Rezeptoren beeinflussen kann (siehe Kapitel 3.3).
Folglich wurde der Einfluss von exogen zugefliihrtem 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 AAC-Methode untersucht.

Die Behandlung mit VIP flhrte zu einer Reduktion der Transkriptmenge von VIP und
VPACI1 (siehe Abbildung 3.6.A, B). Die Transkriptmenge von VPAC2 wurde nicht signifikant
verandert (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 flhrte zur Reduktion der Synthese von VIP-mRNS und VPAC1-
mRNS. Dies lasst schlussfolgern, dass die endogene VIP-Synthese und die mRNS-
Expression von VPAC1 nach dem Prinzip der negativen Riickkopplung reguliert werden.
Die mRNS-Expression von VPAC2 scheint von der negativen Riickkopplung 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 zugefiihrtes VIP fiihrte zu einer verringerten mRNS-Transkription von VPAC1. Es
sollte Uberpriift 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 finf Referenzarealen

ausgewertet (siehe Abbildung 3.7).
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Die Behandlung mit VIP fihrte zur Reduktion der Proteinexpression von VPAC1 in der
proximalen suprabulbaren IRS (siehe Abbildung 3.7.A). Die Proteinexpression von VPAC2

wurde durch VIP in keinem Referenzareal signifikant verandert (siehe Abbildung 3.7.B).
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Abbildung 3.7 VIP reduziert die Proteinexpression des VIP-Rezeptor 1.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mittels VPAC1/2 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt. Reprasentative
Aufnahmen, die jeweils aus 3 Einzelaufnahmen zusammengesetzt sind (C-F).
Balken 50 um. 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: Suprabulbdare innere Wurzelscheide; n: Anzahl;
ORS: Suprabulbdre dulRere 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
suprabulbaren IRS fihrt. Die Expression von VPAC2 wird durch die Behandlung mit VIP

nicht signifikant verandert.

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 Verfligbarkeit und dem
Verteilungsmuster seiner Rezeptoren VPAC1 und VPAC2 die keratinozytdare 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 Klopper et al. (siehe Kapitel 2.8.5).

Die Behandlung mit VIP flhrte zur Reduktion der Proliferationsrate in der Anagen VI
Phase, wobei hier erwartungsgemall keine TUNEL+ Zellen nachweisbar waren (siehe
Abbildung 3.8.A-C). In den Katagenphasen fiihrte die Behandlung mit VIP zu keiner

signifikanten Anderung 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 Férderung 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
keratinozytarer Vorlauferzellen ebenfalls beschleunigt (siehe Kapitel 3.5.2) und die

Anagen-Katagen-Transformation fordert (siehe Kapitel 3.5.3).
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Anteil von Ki-67+ und TUNEL+ Zellen
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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-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet.
Reprasentative Aufnahmen. Balken 50 um. 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.
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3.5.2 VIP erhoht 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 suprabulbdren keratinozytdren
Vorlauferzellen begriindet ist. Es wurde untersucht, ob die Differenzierung
keratinozytarer Vorlauferzellen beschleunigt wird. Dazu wurden mikrodisseziert HF
kultiviert, mit VIP behandelt, mit CK15/CK19 Doppel-IF gefarbt und in drei

Referenzarealen immunhistomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.9).

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

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

Zusammengefasst erganzen unsere Ergebnisse detaillierte Aufnahmen paraffinierter
mikrodissezierter HF zu den bestehenden Beschreibungen der CK15- und CK19-
Expressionsmuster (Klopper et al., 2008; Moll et al., 2008; Jiang et al., 2010). Weiterhin
wurde gezeigt, dass VIP die keratinozytdaren Vorlauferzellen im proximalen Bulbus
stimuliert. Es stellte sich die Frage, wie sich die zelluldren Effekte auf den Haarzyklus und

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

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mittels CK15/CK19 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und
ausgewertet. Reprdsentative Aufnahmen, die jeweils aus 3 Einzelaufnahmen
zusammengesetzt sind (C, D). Balken 50 um. 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: Suprabulbare
duBere Wurzelscheide; SEM: Standardfehler des Mittelwertes; VIP: Vasoaktives
intestinales Peptid.
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3.5.3 VIP fordert die Anagen-Katagen-Transformation

Es wurde gezeigt, dass VIP die Proliferationsrate von Matrixkeratinozyten reduziert.
Daher wurde vermutetet, dasss VIP die Anagen-Katagen-Transformation fordert.
Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP behandelt und sowohl mit der Fontana-
Masson-Farbung, als auch mit der Ki-67/TUNEL Doppel-IF gefarbt. Die Auswertung der
Haarzyklusphase erfolgte nach Klopper et al. (siehe Kapitel 2.8.5).

Die Behandlung mit VIP erhéhte 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).
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Abbildung 3.10 VIP erhoht 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 erhohte Verfiigbarkeit von VIP die Anagen-Katagen-

Transformation fordert. Es wurde vermutet, dass VIP das Haarwachstum inhibiert.
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3.5.4 VIP verandert das Haarwachstum nicht

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass VIP die Proliferation von Matrixkeratinozyten
inhibiert, die keratinozytaren Vorlauferzellen im proximalen Bulbus stimulierte und die
Anagen-Katagen-Transformation fordert. Es wurde vermutet, dass VIP das Haarwachstum

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

Die Behandlung mit VIP flihrte zu keiner signifikanten Veranderung der kumulativen HF-

Verlangerung (siehe Abbildung 3.11).
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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, verdnderte die Behandlung mit VIP die Verlangerung
kultivierter HF nicht. Folglich bleibt das Haarwachstum unter Kulturbedingungen von der
Behandlung mit VIP entweder unbeeinflusst oder es heben sich wachstumsstimulierende

und wachstumsinhibierende Einflisse 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),
keratinozytare Vorlauferzellen im proximal Bulbus stimuliert werden (siehe Abbildung
3.9) und der Ubergang 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 erhoht die Anzahl melanozytdrer Zellen

Es wurde gezeigt, dass exogen zugefiihrtes VIP die keratinozytdre Biologie beeinflusst
(siehe Kapitel 3.5). Daher sollte die Modulation der melanozytaren Biologie ebenfalls

erforscht werden.

Um einen Uberblick iiber den Einfluss von VIP auf die follikulire Pigmentbildung zu
erhalten, sollte der zentrale Transkriptionsfaktor MITF untersucht werden.
Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP behandelt, mit MITF IF gefarbt und

immunhistomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.12).

Die Behandlung mit VIP fiihrte zur Erhéhung 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).
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Abbildung 3.12 VIP erh6ht die Anzahl von MITF+ Zellen.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit MITF Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet. Reprasentative
Aufnahmen. Balken 50 um. 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 Erhéhung der MITF+ Zellzahl wurde geschlussfolgert, dass VIP die follikuldre
Melanogenese fordert. Daher wurde der Einfluss von VIP auf die Schliisselproteine der

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

Es wurde gezeigt, dass VIP die Anzahl melanozytdrer Zellen erhoht. Folglich wurde der
Einfluss von VIP auf melanotische Melanozyten untersucht. Mikrodissezierte HF wurden
kultiviert, mit VIP behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-IF gefarbt und immunhisto-

morphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.13).

Die Behandlung mit VIP erhohte die Anzahl von gp100+ Zellen distal der AL. Proximal der
AL wurde die Anzahl von gp100+ Zellen nicht signifikant verandert (siehe Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13 VIP erhoht die Anzahl von gp100+ Zellen.

Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid behandelt, mit
c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet. Reprasentative
Aufnahmen. Balken 50 um. N=44-55 Haarfollikel von 4 Patientinnen. Mittelwert + SEM.
**¥%¥p<0,01. Pwurde 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 fuhrte VIP zu einer erhéhten Anzahl melanotischer Melanozyten in der
pigmentbildenden Zone. Im Folgenden sollte der Einfluss auf die melanozytaren

Vorlauferzellen untersucht werden.

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

Zellen

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit VIP die Anzahl melanozytarer Zellen und
die Anzahl melanotischer Melanozyten erhoht. Es wurde vermutet, dass VIP ebenfalls die
melanozytaren Vorlauferzellen beeinflusst. Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-IF angefdarbt und immunhistomorphometrisch

ausgewertet (siehe Abbildung 3.14).

c-Kit wurde in Zellen der bulbdaren ORS sowie der zentralen, inneren und proximalen
Matrix exprimiert. Die Behandlung mit VIP fiihrte zu einer Erh6éhung 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 ausgepragter (relative Steigerung proximal um 163 %,

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

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet.
Reprasentative Aufnahmen. Balken 50 um. 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 grofRen
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 bulbdren 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 mittelgroRen 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
Immunfluoreszenzfarbung 3 Zellpopulationen identifiziert. Reprdsentative Aufnahmen.
Die Abbildungen B-D sind Ausschnitte der Abbildung A. Balken 25 um. Die Pfeile weisen
auf je eine c-Kit+ Zellpopulation: rot, grofle dendritische Zellen; blau, kleine kaum-
dendritische Zellen und gelb, mittelgrole gering-dendritische Zellen. C-Kit:
Rezeptortyrosinkinase Kit; M: Haarmatrix; ORS: Bulbdre duRere 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 ausschlieRlich 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 bulbdren c-Kit+ Zellpopulationen sind melanozytarer Herkunft.

An paraffinierten mikrodissezierten kultivierten HF wurden in der c-Kit/gp100 Doppel-
Immunfluoreszenzfarbung die Expressionsmuster der drei c-Kit+ Zellpopulationen aus
Abbildung 3.15 analysiert. Reprdsentative Aufnahme. Balken 25 um. Die Pfeile weisen auf
die c-Kit+ Zellpopulationen: rot, c-Kit+/gp100+ dendritische Melanozyten; blau, kaum-
dendritische ausschlieBlich c-Kit+ Zellen melanozytdre Vorlduferzellen und gelb,
mittelgroBe gering-dendritische c-Kit+/gp100- und c-Kit+/gp100+ melanozytare
Vorlauferzellen. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; M: Haarmatrix; ORS: Bulbdre duBere
Wurzelscheide.

Die qualitative Auswertung von Morphologie und Antigenexpression ergab, dass die c-
Kit+ Zellpopulation (1) aus melanotischen Melanozyten und die Zellpopulation (2)
ausschlieBlich aus nicht-melanotischen melanozytiaren Vorlauferzellen besteht. Die
Zellpopulation (3) umfasste eine Transitpopulation aus melanotischen Melanozyten und

nicht-melanotische melanozytare Vorlauferzellen.

Zusammengefasst identifizierte die Untersuchung die bulbdren Melanozytenpopulationen
(siehe Abbildung 1.6). Die bisher publizierten Untersuchungen zu diesen Zellpopulationen
beschranken 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 erhoht den Anteil melanozytarer Vorlauferzellen

Im Rahmen der qualitativen Analyse der c-Kit/gp100 Doppel-IF stellte sich Frage, ob die
Behandlung mit VIP den Anteil der nicht-melanotischen melanozytaren Vorlauferzellen
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 flhrte zu einer Erhohung des Anteil der c-Kit+/gp100- Zellen
proximal und distal der AL (siehe Abbildung 3.17.A).
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Abbildung 3.17 VIP erhoht den Anteil nicht-melanotischer Melanozyten.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet.
Reprasentative Aufnahmen. Die Pfeile deuten auf: rot, dendritische, melanotische
Melanozyten; blau, kaum-dendritische melanotische Vorlduferzellen; gelb, Transit-
population mit melanotischen und nicht-melanotischen Vorlduferzellen. Balken 50 pum.
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 ergdanzen die detaillierte Beschreibung von Morphologie und Verteilung
der melanozytdren Zellen im Bulbus (siehe Kapitel 3.6.3.). Es wurde gezeigt, dass die
Behandlung mit VIP zur Erhéhung der Anzahl bulbarer melanozytarer Zellen fiihrt (siehe
Abbildung 3.12 und Abbildung 3.14). Die differenzierten Betrachtungen der
melanozytdren Subpopulationen zeigten, dass sich sowohl die Zahl melanotischer
Melanozyten (siehe Abbildung 3.13), als auch nicht-melanotischer melanozytarer
Vorlauferzellen (siehe Abbildung 3.17) steigerte. Es wurde geschlussfolgert, dass VIP die
Proliferation und Differenzierung nicht-melanotischer melanozytarer Vorlauferzellen

stimuliert.

3.6.5 VIP erhoht die Proliferationsrate c-Kit positiver Zellen des

Haarbulbus
Die Behandlung mit VIP erhéhte die Anzahl bulbarer melanotischer und nicht-
melanotischer melanozytarer Zellen. Es wurde geschlussfolgert, dass die erhohte Zellzahl
durch eine erhohte Proliferationsrate der nicht-melanotischen melanozytaren
Vorlauferzellen bedingt ist. Mikrodissezierte HF wurden kultiviert, mit VIP behandelt, mit
c-Kit/Ki-67 Doppel-IF gefarbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet (Abbildung
3.18).

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

67+ Zellen proximal und distal der AL (siehe Abbildung 3.18.A)
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A Anteil von c-Kit+/Ki-67+ Zellen
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Abbildung 3.18 VIP erh6ht 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-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet.
Reprasentative Aufnahmen. Balken 50 um. 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 fiihrte die erhohte Verfligbarkeit von VIP zu einer vermehrten
Proliferationsrate melanozytdrer Zellen sowohl proximal als auch distal der AL. Die
proliferative Aktivitdt 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 erhdhte Proliferationsrate auf die

Subpopulation der nicht-melanotischen melanozytaren Vorlauferzellen bezieht.
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3.6.6 VIP erhoht die Tyrosinaseaktivitat

Es wurde gezeigt, dass die Behandlung mit VIP zu einer erhéhten Anzahl melanotischer
Melanozyten fiihrte. Es wurde vermutet, dass die Melanogenese durch VIP gefordert
wird. HF wurden mit VIP behandelt, die Tyrosinaseaktivitdit wurde visualisiert und

immunhistomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.19).

Die Behandlung mit VIP fuhrte zu einer erhohten Tyrosinaseaktivitat im Bulbus (siehe
Abbildung 3.19.A). Demnach wird die follikulare Melanogenese durch die Behandlung mit

VIP stimuliert.

Es wurde geschlussfolgert, dass VIP den bulbaren Melaningehalt erhoht.
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Abbildung 3.19 VIP erhoht die Tyrosinaseaktivitat.

In mikrodissezierten, kultivierten, mit vasoaktivem intestinalen Peptid behandelten
Haarfollikeln wurde die Tyrosinaseaktivitdt mittels Tyramid Signal Amplifikationsmethode
dargestellt und ausgewertet. Reprdsentative Aufnahmen. Balken 50 um. N=35-36
Haarfollikel von 3 Patientinnen. Mittelwert + SEM. *p<0,05. P wurde mit dem
zweiseitigen t-Test berechnet. VIP: Vasoaktives intestinales Peptid.
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3.6.7 VIP verandert den Melaningehalt nicht

Die Behandlung mit VIP flhrte zu einer erhdhten Anzahl melanotischer Melanozyten
(siehe Abbildung 3.13) und zu einer gesteigerten Tyrosinaseaktivitat (siehe Abbildung
3.19). Es wurde vermutet, dass der bulbdre Melaningehalt erhoht ist. Mikrodissezierte HF
wurden kultiviert, mit VIP behandelt, mittels Fontana-Masson-Farbung gefarbt und

histomorphometrisch ausgewertet (siehe Abbildung 3.20).

Die Behandlung mit VIP fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Melaninintensitit

(siehe Abbildung 3.20.A).

Die Ergebnisse zeigten, dass der Melaningehalt trotz stimulierter Melanogenese nach

einer Therapiedauer von zwei Tagen nicht erhéht war.
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Abbildung 3.20 VIP beeinflusst den bulbdren Melaningehalt nicht.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit Fontana-Masson-Farbung gefarbt und ausgewertet. Reprdsentative
Aufnahmen. Balken 50 um. N=58-75 Haarfollikel von 5 Patientinnen. Mittelwert + SEM.
*p<0,05. Pwurde 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

Perifollikulare Nervenfasern schitten zahlreiche Neuropeptide aus (Peters et al., 2001;

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

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

Biomodulation follikularer Melanozyten und Keratinozyten durch das Neuropeptid VIP zu

beschreiben und neue, klinisch relevante Therapieansatze aufzudecken.

Die spezifischen Fragestellungen dieser Arbeit aus Kapitel 1.5 kdnnen nun beantwortet

werden.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

VIP wird in perifollikuldaren Nervenfasern, Mastzellen und Lymphozyten exprimiert.
Das follikulare Epithel zeigt keine VIP-Proteinexpression (siehe Abbildung 3.2).

Die VIP-Rezeptoren VPAC1 und VPAC2 werden in den Kompartimenten Bulbus, bulge
und Infundibulum am starksten exprimiert. Die Intensitat der VPAC1-Expression ist im
proximalen Bulbus und der suprabulbdren IRS am hdchsten. Die Intensitat der VPAC2-
Expression ist im proximalen Bulbus und der Basalzellschicht der ORS am hdchsten
(siehe Abbildung 3.3). VPACL1 ist der vorherrschende follikuldre Rezeptor. Dies gilt
nicht fur die suprabulbdre ORS. Hier ist im direkten Vergleich VPAC2 der
vorherrschende VIP-Rezeptor (siehe Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5).

Die Behandlung mit VIP reduziert die endogene Expression von VIP und VPAC1 nach
dem Prinzip der negativen Rickkopplung. VPAC2 unterliegt keiner negativen
Regulation durch exogen zugefiihrtes VIP (siehe Abbildung 3.6 und Abbildung 3.7).

VIP reduziert die Proliferationsrate von Matrixkeratinozyten in der Anagen VI Phase
des HF (siehe Abbildung 3.8).

VIP erhoht die Expression der keratinozytdaren Stammzellmarker CK15 und CK19 in der
proximalen suprabulbaren ORS (siehe Abbildung 3.9).

VIP fordert die Anagen-Katagen-Transformation. Allerdings fiihrt die Behandlung mit
VIP im verwendeten Kulturzeitraum zu keiner signifikanten Veranderung des

Haarwachstums (siehe Abbildung 3.10 und Abbildung 3.11).
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7) VIP erhoht sowohl die Anzahl melanotischer Melanozyten als auch nicht-
melanotischer melanozytarer Vorlauferzellen (siehe Abbildung 3.13 und Abbildung
3.17). Die Proliferation der melanozytaren Vorlduferzellen wird durch VIP stimuliert
(siehe Abbildung 3.18).

8) Die VIP stimuliert die Tyrosinaseaktivitdt und erhéht die Anzahl der Zellen, welche
Schliisselproteine der follikularen Melanogenese exprimieren (c-Kit, gp100 und MITF).
Im verwendeten Kulturzeitraum fiihrte die Behandlung mit VIP zu keiner signifikanten
Verdanderung 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 flinf Kulturen mit jeweils 25-75 HF ausgewertet worden. Mit dieser liber dem
Standard liegenden Menge von HF (Langan et al., 2015) sind valide Ergebnisse generiert
worden, trotz  physiologisch ~ vorhandener interindividueller  Unterschiede.
Nichtsdestotrotz ist nur eine eingeschrankte 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 wiirden HF von Mannern

bei Folgeversuchen integriert und als Subgruppe analysiert werden.

Die spezifischen Fragen beziehen sich insbesondere auf den proximalen Teil des HF,
sodass mikrodissezierte HF flir 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 umol/L VIP erfolgt. Es ist nur eine VIP-Dosis
verwendet worden, da das Studienziel darin bestanden hatte die Wirkung von VIP auf die

Biologie follikularer Keratinozyten und Melanozyten zu erforschen. Die Dosisabhangigkeit

75



DISKUSSION

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 umol/L (0,3 umol/L = 3*10” mol/L) ist gewahlt 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 Uber der physiologischen VIP-Serumkonzentration von 107 bis 10 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).

Fiir die Untersuchung der keratinozytaren und melanozytaren Zielparameter ist eine eher
kurze Kulturdauer von ingesamt 72 Stunden mit 48 Stunden Behandlungszeit nach
24 Stunden Anpassungszeit gewahlt 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 Uberlagerung 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
kiirzere Kulturdauer zu einer hoheren Ausbeute von HF in der Anagen VI Phase fiihrt
(Langan et al., 2015). Der Nachteil einer kirzeren Kulturdauer ist, dass Auswirkungen auf
komplex regulierte, Gbergeordnete Prozesse nur bei sehr starker Beeinflussung erfasst
werden. Effekte kleineren Ausmales wirden erst bei ldangerer Kulturdauer zu

signifikanten Unterschieden fihren.

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 ermdoglicht eine Schnittdicke von 4 um,
die im Vergleich zu den 6 um starken Schnitten kryofixierter Gewebe entscheidende
Vorteile aufweist. Durch die geringere Schnittdicke sind mehr Gewebeschnitte gewonnen
worden, die alle follikularen Kompartimente enthalten haben. Weiterhin hat eine
geringere Schnittdicke eine bessere mikroskopische Beurteilbarkeit der Morphologie von
Einzelzellen ermdoglicht (siehe Abbildung 4.1). Nachteilig an der Einbettung in Paraffin ist
ein deutlich grolRerer materieller und zeitlicher Aufwand (siehe Kapitel 2.3.4). Zusatzlich

hat die Mehrheit der immunhistochemischen und histochemischen Farbungen fir
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paraffinierte HF separat etabliert werden miissen. Bei der Tyrosinaseaktivitdt ist dies
nicht gelungen, sodass kryofixierte HF mit einer Schnittdicke von 6 um verwendet worden

sind (vergleiche Han et al. 2002).

Paraffinierter Haarfollikel Kryofixierter Haarfollikel

Abbildung 4.1 Vergleich der Bildqualitdt nach Paraffinierung und Kryofixierung.

Die Einbettung in Paraffin (A) ermoglicht eine bessere Darstellung filigraner zellularer
Strukturen als die Kryofixierung (B). Mikrodissezierte, kultivierte Haarfollikel wurden mit
c-Kit-Immunfluoreszenz gefarbt. Reprasentative Aufnahmen. Die Pfeile deuten auf
dendritische Melanozyten und melanozytiare Vorlauferzellen. Balken 50 um. c-Kit:
Rezeptortyrosinkinase Kit.

Wenn moglich, sind fir die histomorphometrischen und immunhistomorphometrischen
und Auswertungen sind, publizierte Richtlinien oder wiederholt publizierte Methoden
verwendet worden. Solche ,Standards” existieren fir die Haarzyklusphasen, das
Haarwachstum, die Ki-67/TUNEL Doppel-IF, den Melaningehalt und die
Tyrosinaseaktivitat (Klopper et al., 2013b; Hardman et al., 2015; Langan et al., 2015).

In der suprabulbdaren ORS orientieren sich die publizierten Referenzareale an
anatomischen Leitstrukturen und den mikroskopischen Feldern. Allerdings unterscheiden
sich GroRe 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
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sind den gleichen Prinzipien gefolgt (Samuelov et al., 2012b). In dieser Studie ist ein
standardisiertes, moglichst groRes Referenzareal verwendet worden, das flexibel an die

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

Die Auswertung der bulbdren Zielstrukturen ist in zwei klar definierten Referenzarealen
erfolgt (siehe Abbildung 2.8). Allerdings orientierte sich die duRere Grenze flexibel an der
individuellen anatomischen Begrenzung des Bulbus. In Summe haben beide
Referenzareale die gesamte Flache des Bulbus einbezogen (siehe Abbildung 1.6). Diese
neue Methode ist wegen der Verteilung der melanozytiren Vorlduferzellen in der
Basalzellschicht der bulbdren ORS notwendig gewesen. Sie hat sich deutlich von den
publizierten rechteckigen Referenzarealen unterschieden (Gaspar et al., 2011; Langan et
al., 2013). Zur Validierung der neu definierten bulbdaren Referenzareale ist die
Ubereinstimmung der Kontrollgruppe mit der physiologischen Verteilung {berpriift

worden (siehe Abbildung 9.1 bis Abbildung 9.4).

Das Referenzareal der DP ist entlang der individuellen anatomischen Grenze definiert

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

Vor Auswertung der Farbungen 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 veroffentlichten 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). Perifollikulare Lymphozyten exprimieren ebenfalls VIP,

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

Nervenfasern und parakrin aus Zellen der CTS maoglich 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 follikuldre Expressionsmuster von
VPAC1 und VPAC2 auf Proteinebene beschrieben worden. Unsere Ergebnisse haben
gezeigt, dass VPAC1 auf Genebene und Proteinebene der vorherrschende follikuldre VIP-
Rezeptor ist (siehe Abbildung 3.1 und Abbildung 3.4). Darin besteht Ubereinstimmung 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 suprabulbaren ORS relativ Gberexprimiert wird, wohingegen VPAC1 in

der suprabulbaren IRS relativ (iberexprimiert wird (siehe Abbildung 4.2).

A - ‘ _ 7 - ~_VPAC1 VPAC2

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 um. Die Farbintensitat ist ein
Mal fiir die Expression der Rezeptoren 1 und 2 des vasoaktiven intestinalen Peptids.
Schwarz: AuRere Wurzelscheide, Rot: Innere Wurzelscheide; WeiR: Haarschaft;
Gelb: Haarbulbus; Blau: Dermale Papille. VPAC1/2: VIP-Rezeptor 1/2.

Die hohere Intensitat der VIP-Rezeptorexpression in den &duleren follikuldren

Kompartimenten (siehe Abbildung 4.2) und die fehlende VIP-Expression des follikuldren
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Epithels passen zur Beeinflussung durch eine perifollikulare VIP-Quelle. Folglich hat die
Erhéhung der dermalen VIP-Konzentration therapeutische Relevanz. Denkbar ware die

intravendse oder topische Applikation von VIP.

Die physiologische Relevanz der erhdhten Intensitat der Expression von VPAC1 in der
suprabulbdren IRS ist unklar. Sie ist moglicherweise eine Folge der physiologischen
Zellverdichtung im Rahmen der HS-Keratinisierung. Demnach ware die VPAC1-
Uberexpression in der suprabulbiren IRS kein funktionell relevanter Teil der Signalwege

des VIP.

Die beschriebenen Verteilungsmuster passen zur Biochemie der transmembrandsen VIP-
Rezeptoren. VPAC1 wird konstitutiv und in zahlreichen humanen Geweben exprimiert. So
wird VPAC1 auch follikular in allen Kompartimenten exprimiert. VPAC2 hingegen ist
induzierbar (Laburthe et al., 2002, Moody et al., 2011) und wird follikular eher selektiv
exprimiert. Pharmakologische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Signaltransduktion
von VPAC1 und VPAC2 Uber 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
schlissig, dass die Wirkung von VIP in erster Linie lGber den konstitutiv exprimierten
VPAC1 erfolgt. Die zusatzliche Expression von VPAC2 fiihrt demnach zu einer
Uberstimulation der Signalwege, die durch VPAC1 bereits stimuliert sind.
Zusammengefasst zeigt die Expression von VPAC2 Kompartimente an, die eine besonders
hohe VIP-Sensitivitat aufweisen. Am Beispiel des HF bedeutet diese Folgerung, dass die
Wirkung von VIP im Allgemeinen (iber den vorherrschend exprimierten VPAC1 erfolgt.
Allerdings erhoht die Expression von VPAC2 die VIP-Sensitivitdat in den follikuldren
Kompartimenten, die entweder in rdumlicher Ndhe zur perifollikuldaren Nervenfasern

liegen oder moglicherweise funktionell besonders relevante Effektoren sind.

Diese These zu bestatigen ist nicht Teil der vorliegenden Studie gewesen. Mit einem
selektiven VPAC1-Antagonisten wie PG97-269 konnte, bei gleichzeitiger Behandlung mit
VIP, zwischen den Uber 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 AusmaR der kutanen Innervation ist modulierbar und hat klinische Relevanz. So steigt
die Anzahl VIP-erger kutaner Nervenfasern im Alter (Pilkington und Barron, 2018) oder
fihrt die Behandlung neugeborener Ratten mit Capsaicin zu einer Rarefizierung und
Verkiirzung kutaner Nervenfasern (Martinez-Martinez et al., 2012). Dyshidrose und
Wundheilungsstérungen 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 fuhrt. 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 flhrt (Laburthe und Couvineau, 2002).
Fir VPAC2 hat es nach Angaben des Autors nur eine Publikation gegeben, die eine
Desensitivierung gezeigt hatte (Laburthe und Couvineau, 2002). Unsere Ergebnisse passen
zu den pharmakologischen Studien und bestatigen, 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 DIM-1 gezeigt haben, dass die
Behandlung mit VIP zu einer Erhohung der Genexpression von VPAC1 fiihrt (Kakurai et al.,
2001). Die Autoren haben die Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse jedoch selbst
eingeschrankt. So zeigen die potentiell klinisch relevanten, kultivierten epidermalen
Keratinozyten im Vergleich zu den kultivierten DIJM-1 Zellen eine verringerte

Genexpression der VIP-Rezeptoren und ein abweichendes VIP-Rezeptorprofil.

Bei der Autoimmunerkrankung Alopecia areata ist die follikuldre 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 mochten anhand der vorliegenden
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Ergebnisse ergdnzen, dass bei Studien mit VIP oder VIP-Analoga die Pharmakodynamik
Beachtung verdient. Aufgrund der negativen Feeback-Regulation von VIP und VPAC1
konnte sich die Wirkung bei einer Dauertherapie vermindern. Interessanterweise konnten
bereits kurze wirkstofffreie Intervalle konnten die negative Feedback-Regulation mindern
oder aufheben. So fiihren nach Wirkabschwachung nitrathaltiger Medikamente bei einer
Dauertherapie bereits wirkstoffreie Intervalle von 12 Stunden zur Wiederherstellung der

vollen Wirkstarke (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 fordert (Kakurai et
al., 2001; Chéret et al., 2014), zur Degranulation epidermaler Mastzellen fiihrt (Kulka et
al., 2008) sowie die Differenzierung von Thl-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 fihrt zu einer verminderten Proliferationsrate der
Matrixkeratinozyten (siehe Abbildung 3.8) und zu einer Férderung 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) foérdern die Anagen-Katagen-
Transformation. Im Vergleich scheint das AusmaR der Katageninduktion bei VIP am
geringsten, denn anders als SP hat VIP nicht zur Inhibition des Haarwachstums gefiihrt
(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 fiinf 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 zelluldren Prozesse
der Anagen-Katagen-Transformation (siehe Kapitel 1.2.2). In der vorliegenden Studie sind
ausschlieBlich 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
follikularer  Keratinozyten, trotz gemeinsamen ontogenetischen  Ursprungs,
unterscheiden. Es ist vermutet worden, dass VIP wie in der Epidermis stimulierend auf
follikulare Keratinozyten wirkt, wobei gleichzeitig ein Milieu geschaffen wird, das Prozesse
der Anagen-Katagen-Transformation initiiert und dadurch in Summe zur Inhibition der
Matrixkeratinozyten fiihrt. Es ist gezeigt worden, dass VIP die keratinozytdre Sekretion
proinflammatorischer Zytokine stimuliert (Kakurai et al., 2001), die ihrerseits die Anagen-

Katagen-Transformation fordern (siehe Abbildung 1.3).

Die These der stimulierenden Wirkung von VIP auf follikulare Keratinozyten wird gestitzt
durch die nachgewiesene Stimulation der keratinozytdren Vorlduferzellen in der
suprabulbidren Region (siehe Abbildung 3.9). Zur differenzierten Uberpriifung dieser
These konnte in weiterfihrenden Exprimenten die Proliferationsrate der CK15+ und
CK19+ Zellen in der suprabulbiaren ORS bestimmt werden. Weiterhin sollten die
Auswirkungen von VIP ohne den Einfluss des zelluldiren Immunsystems untersucht

werden, um den Einfluss des proinflammatorischen Milieus zu minimieren. Dazu kdnnten
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isolierte keratinozytdaren Vorlauferzellen der suprabulbdaren ORS (Aasen und lIzpisua
Belmonte, 2010) oder isolierte Matrixkeratinozyten (Al-Tameemi et al., 2014) verwendet

werden.

Trotz einer ausgepragten zelluliren 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 Forderung der Anagen-Katagen-
Transformation, kdnnte die oben genannte These der maskierten Stimulation follikularer
Keratinozyten durch VIP stiitzen. Weiterhin kdnnte 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, flihren bereits unter Kulturbedingungen zu
signifikanten Veranderungen der zelluldren follikularen Biologie und des Haarwachstums.
Andere vermeintlich weniger potente Modulatoren fiihren zu signifikanten zelluldren
Veranderungen, jedoch bleibt der klinische relevante Parameter des Haarwachstums
unbeeinflusst. So ist bekannt, dass anhaltende  Veranderungen des
Schilddriisenhormonspiegels im Blut zu klinisch sichtbaren Veranderungen der
Haarfollikel fihren (Lause et al., 2017). Unter Kulturbedingungen ist gezeigt worden, dass
Verdanderungen des Schilddrisenhormonspiegels zur signifikanten Beeinflussung der
Proliferationsrate von Matrixkeratinozyten und der Rate der Anagen-Katagen-
Transformation fiihren. Allerdings ist das Haarwachstum, selbst im Vergleich zur absolut
hypothyreoten Kontrollgruppe, nicht signifikant verandert gewesen (Van Beek et al.,
2008). Fur die vorliegenden Ergebnisse ldsst sich schlussfolgern, dass eine klinisch
relevante Modulation der keratinozytdren Biologie durch VIP bestehen kann, auch wenn
unter Kulturbedingungen die deutlichen zelluldren Veranderungen nicht zu einer

signifikanten Modulation des Haarwachstums gefiihrt haben.

84



DISKUSSION

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 Verstarkung
der follikuldaren c-Kit-Expression durch VIP beobachtet worden, sodass nicht nur der
Einfluss von VIP auf die Melanogenese, sondern auch auf die Biologie follikuldrer

Melanozyten untersuchten werden sollte.

Zur standardisierten Betrachtung der follikularen Melanogenese ist die Analyse folgender
Zielstrukturen etabliert: des zentralen melanozytaren Transkriptionsfaktors MITF, des
pramelanosomalen Proteins gp100, des Schliisselenzyms der Melanogenese Tyrosinase
und des Stoffwechselendproduktes Melanin (Gaspar et al., 2011; Samuelov et al., 2013;
Hardman et al., 2015). Zur detaillierten Beschreibung melanozytarer Vorlauferzellen ist

die Rezeptortyrosinkinase c-Kit erganzt worden (siehe Kapitel 2.8.8).

Die Behandlung mit VIP stimuliert die zelluldaren Prozesse der Melanogenese. Die Anzahl
von MITF+ Zellen (siehe Abbildung 3.12), gp100+ Zellen (siehe Abbildung 3.13) und die
Tyrosinaseaktivitat (siehe Abbildung 3.19) sind erhoht, 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 gestiitzt, dass auch die Behandlung des potenten SP erst nach fiinf Kulturtagen
zu einer signifikanten Steigerung der Melanogenese gefiihrt hat (Park et al., 2015). Die in
dieser Arbeit verwendete Therapiedauer ist gut geeignet gewesen um Veranderungen 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 Gbergeordnete

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 follikular insbesondere Uiber den Proteinkinase A-Signalweg erfolgt und zur
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Modulation von Regulatorproteinen wie MITF fuhrt (siehe Abbildung 1.5). Fir die
Wirkung von SP ist dieser Signalweg in der Epidermis bestatigt worden (Park et al., 2015).
Die VIP-Rezeptoren transduzieren Uber verschiedene Signalwege, von denen der
Proteinkinase A-Signalweg der haufigste ist (Laburthe et al., 2002; Groneberg et al., 2006;
Delgado und Ganea, 2013). In Zellkulturen der Plattenepithelkarzinomzelllinie DIM-1 ist
gezeigt worden, dass sich der Spiegel des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP)
nach VIP-Rezeptoraktivierung erhoht, und dass dies durch VIP-Rezeptorantagonisten
inhibierbar ist (Kakurai et al., 2001). Die darauf begriindete Annahme, dass der follikuldre
Effekt von VIP Uber den Proteinkinase A-Signalweg vermittelt wird, hat unsere

Arbeitsgruppe in weiterfilhrenden Experimenten bestatigt (Bertolini et al., 2016a).

Auch wenn eine direkte VIP/VIP-Rezeptor-Interaktion auf follikuliren Melanozyten
plausibel erscheint, exprimieren weder melanotische Melanozyten noch melanozytare
Vorlauferzellen in vitro VIP oder einen der VIP-Rezeptoren (siehe Abbildung 3.2 und
Abbildung 3.3). Bulbdre und suprabulbdre Keratinozyten zeigen eine hohe Intensitat 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
vielfaltige exokrine Funktion der Keratinozyten stiitzt die These vom parakrin vermittelten

Signalweg, erschwert jedoch die Identifikation des Mediators.

Im epithelialen Teil des HF wird c-Kit nur von Zellen melanozytarer Herkunft exprimiert. In
der CTS wird c-Kit von Mastzellen und dem kapillaren 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
raumlicher Nahe zu den VPAC2 exprimierenden Keratinozyten in der Basalzellschicht der
ORS. Mastzellen beeinflussen Uber sezernierte Mediatoren zahlreiche Parameter der
follikuldren Biologie (Jarvikallio et al., 2003; Grace et al., 2017; Muneeb et al., 2019). Dass
die follikuldare Pigmentbildung durch Mastzellen moduliert wird, ist bisher nicht gezeigt
worden und scheint aufgrund der rdumlichen Entfernung unwahrscheinlich. Denkbar ist
jedoch, dass die Stimulation der keratinozytdaren VIP-Rezeptoren zur keratinozytdren

Sekretion von des c-Kit Liganden Stammazellfaktor flihrt. Dies wirde zu einer parakin
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vermittelten Stimulation der c-Kit-exprimierenden follikularen Melanozyten und
perifollikularen Mastzellen fiihren. Die nachgewiesene Expression von VIP-Rezeptoren auf
Mastzellen sowie die Sekretion von VIP durch Mastzellen wirden in diesem Modell eine

komplexe Regulation ermoglichen.

Suprabu!bére Region

A oKt B T : =
- : D
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Abbildung 4.3 Expression von c-Kit in Haarbulbus und suprabulbdrer Region.

Die Rezeptortyrosinkinase Kit wird follikuldr in melanozytdren Zellen, Mastzellen und im
Endothel exprimiert. Reprasentative Aufnahmen. Balken 50 um. Abbildungen A und B
zeigen verschiedene Haarfollikel. Abbildung B ist aus 3 Einzelaufnahmen
zusammengesetzt. Die Abbildungen C und D sind VergroBerungen der Abbildungen A
und B. C-Kit: Rezeptortyrosinkinase Kit; Mz: Melanozyt; ORS: AuRere Wurzelscheide.

Wir waren die erste Arbeitsgruppe, welche im HF bulbdre melanotische Melanozyten und
nicht-melanotische melanozytdren Vorlduferzellen quantitativ analysiert hat. Die
Ergebnisse zeigen, dass VIP die Anzahl melanotischer Melanozyten (c-Kit+/gp100+) in der
pigmentbildenden Zone erhoht (siehe Abbildung 3.13). Weiterhin wird im proximalen
Bulbus die Anzahl nicht-melanotischer melanozytirer Vorldufzellen (c-Kit+/gp100-)
erhoht. Dies ist geschlussfolgert worden, da die Anzahl der c-Kit+ Zellen erhoht ist, die
Anzahl der gp100+ Zellen im proximalen Bulbus sich jedoch nicht relevant verdandert hatte
(siehe Abbildung 3.13 und Abbildung 3.14). In der pigmentbildenden Zone kann die

erhéhte Anzahl von c-Kit+ Zellen nicht eindeutig einer melanozytdren Subpopulation
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zugeordnet werden, da hier sowohl die Anzahl der c-Kit+ Zellen als auch die Anzahl der

gp100+ Zellen erhoht sind.

Zur Differenzierung der bulbdren melanozytaren Subpopulationen ist der Anteil nicht-
melanotischer melanozytarer Vorlduferzellen (c-Kit+/gp100-) an allen melanotischen
Zellen (c-Kit+) bestimmt worden. Es hat sich gezeigt, dass VIP den Anteil nicht-
melanotischer melanozytdrer Vorldaufzellen in allen Teilen des Bulbus erhoht (siehe
Abbildung 3.17). Demnach steigert VIP in der pigmentbildenden Zone sowohl die Anzahl

melanotischer Melanozyten als auch nicht-melanotischer melanozytarer Vorlauferzellen.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass VIP die Proliferation und Differenzierung nicht-
melanotischer melanozytarer Vorldauferzellen stimuliert. Zur Unterstiitzung dieser These
ist die Proliferationsrate  melanozytdarer Vorlauferzellen bestimmt worden.
Erwartungsgemal hat die Behandlung mit VIP die Proliferationsrate nicht-melanotischer

melanozytdrer Vorldauferzellen gesteigert (siehe Abbildung 3.18).

Dass die Behandlung mit VIP zur Rekrutierung und Differenzierung melanozytarer
Vorlauferzellen fiihrt ist ein hoch brisantes Ergebnis. Die klinische Anwendbarkeit konnte
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 follikularer melanozytarer
Stammezellen (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 Entitdten persistieren nicht-melanotische
melanozytare Vorldauferzellen in der bulge und der suprabulbiren ORS. An
depigmentierter Haut von Vitiligo-Patienten ist gezeigt worden, dass nicht-melanotische
melanozytare Vorlauferzellen der suprabulbdren ORS, proliferieren, differenzieren, in die
Epidermis migrieren und dort die Pigmentierung wiederherstellen kénnen (Cui et al.,

1991; Paus, 2013).

VIP scheint ein vielversprechendes neues Therapeutikum dieser Erkrankungen zu sein, da
es die Proliferation und Differenzierung insbesondere der follikularen melanozytaren

Vorlauferzellen stimuliert. Bei beginnendem Ergrauen von HF kdnnte 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
konnte VIP nicht nur residente nicht-melanotische melanozytare Vorlauferzellen
aktivieren, sondern ebenfalls der ursdchlichen 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 ahnlich sind (Rork et al., 2016). So unterstiitzen unsere Ergebnisse zur
Wiederherstellung des follikuldren 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 st
hochwahrscheinlich. So werden VIP-Rezeptoren in diversen Malignomen exprimiert
(Schulz et al.,, 2004). In humanen Melanomzellinien fuhrt VIP zu einer deutlichen
Erhohung des cAMP-Spiegels (Martin et al., 1989) und in der murinen Melanomzelllinie
B16F10 fordert VIP die Melanogenese (Yuan et al, 2016). Sollte die
proliferationssteigernde Wirkung von VIP auf follikulare melanozytare Vorlauferzellen
auch bei gering differenzierten malignen Melanome bestehen, bleibt spannend, ob VIP
nur als externer Induktor wirken kann oder sogar an der Homdostase des malignen
Melanoms beteiligt ist. Bei Uberexpression der VIP-Rezeptoren kdnnten sich spezifische

Antagonisten der VIP-Rezeptoren als wertvolle Therapeutika erweisen.

4.7 Ausblick

Die in dieser Pilotstudie erstbeschriebene Forderung der follikularen Melanogenese mit
Stimulierung melanozytarer Vorlduferzellen durch das Neuropeptid VIP, erdffnet ein
weites Spektrum klinischer Anwendbarkeit. Diskutiert worden ist die Eignung von VIP als
Therapeutikum beim altersbedingten Ergrauen der Haare oder zur Repigmentierung
lasionaler 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 ungeklarte Fragen. So sind in dieser Studie

ausschlieBlich HF gesunder mittelalter und alter Frauen untersucht worden. Fir eine
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Generalisierbarkeit bedarf es weiterfihrender Untersuchungen an erkrankter Haut
mannlicher und weiblicher Probanden im krankheitsrelevanten Alter. Dabei wiirden die
Antagonisierbarkeit der Effekte sowie Subgruppenanalysen zum Einfluss auf epidermale

Melanozyten und melanozytare Vorlauferzellen der bulge integriert werden.

Beim Studiendesign sollten die Applikationsintervalle zur Vermeidung einer
Wirkabschwachung durch eine negative Feedback-Regulation ebenso beachtet werden
wie die Applikationsform. Intravends appliziertes VIP flihrt 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
follikularen Erkrankungen vielversprechend, ist jedoch bisher unerforscht. Topisch
applizierte Wirkstoffe erreichen auf behaarter Haut hohere Wirkspiegel als in
unbehaarter Haut, da HF die Hautoberfliche vergroBern und als Wirkstoffreservoir
fungieren (lllel 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 follikulaires 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 Farbungen analysiert

worden.

Die VIP-Rezeptoren werden insbesondere in den dulBeren 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 fiihrt zu einer
reduzierten Proliferationsrate der Haarmatrixkeratinozyten und zu einer erhéhten
Expression der Stammzellmarker Zytokeratin 15 und 19. VIP férdert die Anagen-Katagen-
Transformation, wobei sich das Haarwachstum im Kulturzeitraum nicht signifikant
verandert hat. Die Behandlung mit VIP stimuliert Schlisselproteine der Melanogenese:
Mikropthalmie-assoziierter Transkriptionsfaktor, Glykoprotein 100 (gp100), Rezeptor-
tyrosinkinase Kit (c-Kit) und Tyrosinase. Die Quantifizierung von ZielgroRen bulbarer
melanozytdrer Subpopulationen hat ergeben, dass VIP die Proliferationsrate der bulbaren
melanozytiren Zellen steigert sowie die Anzahl melanotischer Melanozyten (c-

Kit+/gp100+) und nicht-melanotischer Melanozyten (c-Kit+/gp100-) erhoht.

Obwohl VIP stimulierend auf follikulare Keratinozyten wirkt, bleibt das Haarwachstum
unverandert, was in der Férderung der Anagen-Katagen-Transformation begriindet sein
kann. Mit der erstmals durchgefihrten Quantifizierung von Zielgroen bulbéarer
melanozytarer Subpopulationen ist gezeigt worden, dass VIP die Melanogenese durch
Stimulation differenzierter Melanozyten sowie melanozytarer Vorlauferzellen férdert. Es
ergibt sich die Anwendbarkeit von VIP bei Erkrankungen a) mit reduzierter Anzahl
melanozytarer Vorlauferzellen wie beim altersbedingten Ergrauen, b) mit Verlust von
melanotischen Melanozyten und Persistenz melanozytdrer Vorlauferzellen wie bei der
Vitiligo und c) mit gering differenzierten melanozytdaren Zellen wie beim malignen

Melanom.
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9 Anhang

9.1 Ethikantrage

9.1.1 Ethikantrag 06-109 der Universitat zu Liibeck

/ Libeck

Medizinische Fakultat - Der Vorsitzende der Ethikkommission

Dekanat cer Medizinischen Fakultat der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160, D-23538 Libeck

Herrn Bearbaiter: Frau Erdmann

Dr. med. Fischer Telefon (0451) S00- 4639

oy g S o
Klinik fiir Dermatologie und Vemerologie v (a0 3026
email erdmann@zuv.unidueback.de
im Hause Datum: 28.11.06
Akienzeichen:

( immer angeben | ) 06-109
nachrichilich
Herm Prof. Zilltkens, Direktor der
Klinik flic Dermatologie und Venerologie

Sitzung der Ethik-Kommission am 18, Juli 2006

Antragsteller: Herr Dr. Fischer / Herr Prof. Zillikens

Titel:  In-vitro-Untersuchung der Biologie des humanen Haarfollikels in bezug auf Wachstumseigenschaften,
Apoptose, Wachstumsregulation, Pigmentierung und Immunprivileg im Haarorgankulturmodell
Ihr Schreiben vom 15. November 2006

Sehr geehrter Herr Dr. Fischer,

der Antrag wurde unter berufsethischen, medizinisch-wissenschafllichen und berufsicchtlichen Gesichtspunkten pepriif,

Die Kommission hat keine Bedenken.

Bei Anderung des Studiendesigns sollte der Antrag emeut vorgelegt werden. Uber alle schwerwiegenden oder
unerwarieten und unerwilnschten Erignisse, die wilrend der Studie auftreten, mufl die Kommussion umgehend
benachrichtigt werden,

Nach Abschlufi des Projektes bitte ich um Uberscndung ¢ines knappen Schlussberichies (unter Angabe unseres
Aktenzeichens), aus dem der Erfolg/Misserfolg der Studie sowie Angaben dariiber, ob dic Swdie abgebrochen oder
geandert bzw. ob Regressanspriiche geltend gemachit wurden, crsichtlich sind

Die arzthiche und juristische Verantwortung des Lexters der klinischen Prifung und der an der Prifung teilashmenden
Arzle bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnahme unberubit.

Mit freundlichem GruB und den besten Witnschen flir dea
weiteren Verlauf Threr Forschung bin ich

The
Prof. Di. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender

anwesende Komnissonsmicgheder. &

& Peof. Dr. Dr. H.-1L, Raspe & Frau H. Maller Ierr Prof. Dr. Schunker
(Sozinlmedizia, Vorsitzender der EK) (Pllege) (Medizinische Klinik [}
@ Prof. Dr. F Hohagen B Prof. Wessel B Frau Prof, Dr. M. Schruder
(Psychiatric) (Kinderchicurgie, Stellv. Vorsitzeader der EK}  {PMastisehe Chirurgie)
Prof. D Dendorfar Herr Dr. Fieber Horr Dr. Schultz
{Pharmakologic) {Richter am Landgericht Lobeck) (Pudiatrie)

Prof, Sehwinger 2 Her D, Stojan

(Humangeneti} (Prasident des Amusgenchtes Lubeck)
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9.1.2 Amendments fiir Ethikantrag 06-109 der Universitat zu Liibeck

Uﬂl\/Cl'S,l_tdt ZU LUbCCl( ,
Experimentelle Dermatologie
Klinik fur Demmatologie, Allergologie und Venerologie - Ratzeburger Alloa 160, 023638 Lubeck

Prof. Dr. med. Ralf Paus LUbeck, 08.12.2008
- Experimentelle Dermatologie -

Klinik fur Dermatologie, Allergologie und Venerologie

Ratzeburger Allee 160

23538 Lubeck

Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender der
- Ethikkommission der Medizinischen Fakultst der Universitét zu Libeck -

Amendment fiir Ethikantrag
Aktenzeichen 06-109

Sehr geehrier Professor Raspe,

hiermit reichen wir ein Amendment zum Ethikantrag “In vitro-Untersuchung der Biologie des
humanen Haarfollikels in Bezug auf Wachstumseigenschaften, Apoptose,
Wachstumsregulation, Pigmentierung und Immunprivileg im Haarorgankulturmodell*
{Akteinzeichen 06-109) ein.

Fur den weiteren Progress unserer Forschung ist es notwendig, in den Versuchen
Positivkontrollen mit humanem Gewebe mitzufuhren. Da diese nicht explizit im
ursprunglichen Ethikantrag mit eingeschlossen sind, wurde uns durch das Institut fiir
Pathologie angeraten, dieses Amendment einzureichen Selbiges Institut wére bereit. uns
nach der positiven Beurteilung durch die Ethikkommission Bestandsmaterial zu Gberlassen.

Wir wirden daher die Hohe Ethikkommission der Medizinischen Fakultat zu Liback bitten,
dieses Amendment in Betracht zu ziehen und hoffen auf ein positives Votum.

Herzlichen Dank fur lhre Mithe im Voraus.

Mit freundlichen GriufRen, 3

Prof. Dr\",r"}'wed. Ralf Paus Dr. m%d. Tobias Fischer
Zoo v —— S
Dr. rer. nat. Burkhard Poeggeler Cand. mee/AnnikaHanning
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om Gewebe zum Zwecke von Positivkanirolien

Hintergrund

Im urspriinglichen Ethikantrag "In vitro-Untersuchung der Biologie des humanen Haarfollikels in Bezug
auf Wachstumseigenschaften, Apoptose, Wachstumsregulation, Pigmentierung und Immunprivileg im
Haarorgankulturmodell* (Aktenzeichen 06-109) wurde die Mitflihrung von anderen humanen Geweben
als Positivkontrollen nicht explizit mit eingeschlossen.

Um belegen zu konnen, dass die immunhistochemischen Farbungen und Immunflucreszenzfarbungen
der Haut und Haarfollikel in unseren Experimenten auch tatsachlich das Antigen markieren, welches
durch Farbung bzw. Immunfluoreszenz detektiert werden soll, mussen Kontrollen von anderen
humanen Geweben, die bereits positiv fir das Antigen getestet wurden, in jeder Farbung zur
Qualitatskontrolle mitgefihrt werden.

In Absprache mit dem Institut fiir Pathologie ware es moglich, dass bereits in der Pathologie
bestehendes humanes Gewebe von unserem Labor fur die genannten Untersuchungen als
Positivkontrolle verwendet werden kann.

Im Zusammenhang mit diesen Untersuchungen soll kein neues Gewebe gewonnen werden.

Das uns zur Verfligung gestellte Gewebe wird fur unsere Zwecke anonymisiert. Das Geschlecht des
Patienten wird wegen Unterschieden in der geschlechtsspezifischen Ausprégung von untersuchten
Parametern mitgeteilt.

Bearbeitung des Gewebes

Fir die Versuche in unserem Labor werden entweder formalin-fixierte und paraffin-eingebettete oder
bei -80°C unfixiert in Form von Kryoschnitten aufbewahrte Gewebeproben verwendet. Das unfixierte
Kryogewebe wird anschlieend z.B. mit Aceton oder Ethanol nachfixiert.

Fur den weiteren Verlauf werden die Positivkontrollen parallel zu den untersuchten Proben der gleichen
Behandlung unterzogen, d.h. sie werden je nach Fragestellung mit verschiedenen primaren Antikérpern
inkubiert und mittels sekundarem Antikdrper und Detektionskit immunhistochemisch oder durch
Immunfluoreszenz dargestelit.

Gewebearten
Fur unsere Versuche notwendige Gewebearten:

¢ Mamma (normales humanes « Discus intervertebralis (Nucl. pulposus)
Brustgewebe und dessen maligne * Glandula pinealis
Entartung) » Pankreas

e Hypophyse * Tonsille

e Ovar * Niere

+ Uterus « Nebennierenrinde

« Hoden ¢ Schilddrise

¢ Hypothalamus o Leber

o  Thymus

Potentielie ethische Probleme

Das zu untersuchende Material stammt von bereits l&nger zuriickliegenden Entnahmen von Gewebe
von Patienten, deren Einverstidndnis fur die speziellen, in diesem Amendment genannten
Untersuchungen nicht eingeholt werden konnte. Das Einverstandnis der Patienten kann somit aufgrund
der Aufrechterhaltung des Anonymisierungsprozesses nicht eingeholt werden.
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Universntdt zu Lubecl(

Medizinische Fakultat - Der Vorsitzende der Ethikkommission

Dekanat der Medizinischen Universitit zu Labeck
Ratzeburger Allee 160, D-23538 LUbeck

Klinik fir Dermatologie, Allergologie Prof. Dr. Dr. Heiner Raspe
und Venerologie Telafon: {0451) 7 99 25 20
Herrn Prof. Dr. med. Ralf Paus Fax: (0451) 7 09 25 22
- Experimentelle Dermatologie — emall: Heiner.Raspe @ uk-sh de
Ratzeburger Allee 160
23538 Libeck Aktenzeichen:
(immer angeben 1) 11.12.08
Ra-gr
AZ 06-109

Amendment fiir Ethikantrag

Hochverehrter Herr Kollege Paus,

als Vorsitzender der von Ihnen mit Schreiben vom 08.12.2008 adressierten ,Hohen* Ethik-
kommission gebe ich mir die Ehre, lhr Amendment zu lhrem Ethikantrag 06-109 ohne An-
rufung der Gasamtkommission positiv zu bescheiden.

Hochachtungsvoll und mit allen guten Wanschen fiir einen positiven Verlauf |hrer For-
schung bleibe ich

Ihr sehr ergebener

\J
S L
Prof. Dr. med. Dr. phil. Hans-Heinrich Raspe

P. S.: Ich danke der Pathologie, Sie auf die aus Sicht der Kommission gegebenen Notwen-
digkeit des Amendments aufmerksam gemacht zu haben.

Nachrichtlich: Frau J. Erdmann, Dekanat
Frau Dr. A. Huppe, IS
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3

23gn1.8%

UNIVERSITAT ZU LOBECK
o Ethik-Kommission

7s. 518\
e Vorsitzender:
R " = Herr Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Universitat zu Liibeck - Ratzeburger Allee 160 - 23538 Liibeck Stellv. Vorsitzender:
Herr Prof. Dr. med. F. Gieseler
Herrn Universitit zu Liibeck
PD Dr. med. Tobias Fischer Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

Klinik fiir Dermatologie und Venerologie

Sachbearbeitung: Frau Janine Erdmann
im Hause Tel.: +49 451 500 4639

Fax: +49 451 500 3026

janine.erdmann@medizin.uni-

luebeck.de

Aktenzeichen: 06-109
Datum: 15. Mérz 2012

In-vitro-Untersuchung der Biologie des humanen Haarfollikels in bezug auf
Wachstumseigenschaften, Apoptose, Wachstumsregulation, Pigmentierung und Immunprivileg
im Haarorgankulturmodell

Hier: Amendment 2 -lhr Schreiben vom 13. Mdrz 2012

Sehr geehrter Herr Dr. Fischer,

das Amendment beziiglich der Nutzung von Haut aus anderen behaarten Arealen mit den folgenden
Unterlagen habe ich zustimmend zur Kenntnis genommen:

- Aufklarung und Einwilligung sowie
- Studienprotokoll.

Es bedarf keiner weiteren Begutachtung durch die Kommission.

Bitte beachten Sie folgenden Hinweis: Die Haarproben kénnen nur vernichtet werden, wenn diese in
pseudonymisierter Form vorliegen.

Die arztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Priifung und der an der Priifung teilnehmenden Arzte
bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnahme unberiihrt.

Mit freundlichem GruB und besten Wiinschen
fiir den weiteren Verlauf lhrer Forschung bin ich
Ihr

QMU"—,
Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender
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9.2 Materialien

9.2.1 Kopfhautresektate

Tabelle 9.1 Kopfhaut, die fiir die Datenerhebung verwendet wurde.

Das Alter der Frauen betrug durchschnittlich 54,6 Jahre.

Patienten- Geschlecht Alter Verwendung
nummer
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 Ubersicht der verwendeten Reagenzien und Chemikalien.

Deutschland (D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA).

Reagenz oder Chemikalie

Hersteller

Albumin aus Rinderserum

Carl Roth, Karlsruhe, D

Antikorper Diluent

DAKO, Glostrup, Danemark

Antikorperdiluent flr automatisierte

Farbungsgerite

Genemed Biotechnilogies, San Francisco, USA

Cryomatrix

Thermo Shandon, Runcorn, GroRbritannien

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, Danemark

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 Hamalaunlésung

Merck, Darmstadt, D

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Penicillin G/ Streptomycin

Invitrogen, Karlsruhe, D

RNase-freie DNase 1

Applied Biosystems, Warrington,

GrofRbritannien

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 Lubeck, Libeck, D
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe, D

Vasoaktives intestinales Peptid

Bachem, Bubendorf, Schweiz

William’s E Medium

Biochrom KG, Cambridge, GroRbritannien
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9.2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9.3 Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Deutschland (D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA).

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Deckglaser

Thermo Scientific, Waltham, USA

Einwegskalpell

Novus Dahle, Lingen, D

Farbekasten nach Hellendahl

Carl Roth, Karlsruhe, D

Farbekasten nach Hecht

Carl Roth, Karlsruhe, D

Feuchte Kammer

LABART, Waldbittelbrunn, D

Kryoréhrchen (englisch cryo-tubes)

Nunc, Wiesbaden, D

24-Well Mikrotiterplatte

Greiner Bio One, Wemmel, Belgien

Objekttrager

Thermo Scientific, Waltham, USA

Petrischale, 35 mm

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Sarstedt, D

RNAse freie ReaktionsgefaRRe

Eppendorf, Hamburg, Sarstedt, D

SuperFrost Plus Objekttrager

Menzel, Braunschweig, D

9.2.4 Kits

Tabelle 9.4 Ubersicht 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 Ubersicht und Zusammensetzung der verwendeten Puffer.

Menge Reagenz

Phosphat-gepufferte Salzlosung, pH 7,2"

1,8¢g NaH,PO,*H,0
8¢g NacCl
auf 1000 mL auffillen Destilliertes Wasser

Tris-gepufferte Salzlosung, pH 7,6"

6,1g Tris-Base
8,8¢g NaCl
auf 1000 mL auffillen Destilliertes Wasser

Tris-Natriumchlorid-Tween Puffer, pH 7,5%

15,76 g Tris-HCI

8,766 g NaCl

500 plL Tween 20

auf 1000 mL auffillen Destilliertes Wasser

# Natriumhydroxid und Salzséure wurden zur Justierung des pH-Wertes verwendet.

9.2.6 Gerate und Instrumente

Tabelle 9.6 Ubersicht der verwendeten Gerite und Instrumente.

Deutschland (D), Vereinigte Staaten von Amerika (USA).

Gerat 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. Kriiss Optronic, Hamburg, D
pH-Meter Knick (Calimatic), Berlin, D
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Pipetten Eppendorf, Hamburg, D
Prazisionswaage Kern EW, Balingen, D

Stereomikroskop mit Messokular Zeiss | Carl Zeiss Microlmaging, Oberkochen, D
Stemi 2000-C

Sicherheitswerkbank Scanlaf, Lynge, Danemark
Tiefkthlgerat (-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 Ubersicht 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

ImagelJ 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 Ubersicht der verwendeten Materialien fiir die Echtzeit quantitative

Polymerase-Kettenreaktion.

Alle Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktionen wurden extern unter Leitung von
Prof. Dr. T. Bir6 im DE-MTA ,Lendilet” Cellular Physiology Gruppe, Abteilung fir
Physiologie der Universitat Debrecen aus Debrecen in Ungarn durchgefiihrt. 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

TagMan universaler PCR Mastermix

Applied Biosystems, Foster City, USA

Trizol

Life Technologies, Carlsbad, USA

Tabelle 9.9 Ubersicht der verwendeten TagMan-Primer.

Alle Echtzeit quantitative Polymerase-Kettenreaktionen wurden extern unter Leitung von
Prof. Dr. T. Bir6 im DE-MTA ,Lendilet” Cellular Physiology Gruppe, Abteilung fir
Physiologie der Universitat Debrecen aus Debrecen in Ungarn durchgefiihrt.

TagMan 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 bulbdren Referenzareale fiir melanozytdre

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
gefarbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die Anzahl von MITF+
Zellen distal der AL war hoher als proximal (siehe Abbildung 9.1). Die physiologische
Verteilung melanozytarer Zellen wurde abgebildet und der Parameter ,,Anzahl von MITF+

Zellen” war zur Auswertung geeignet.

Anzahl von MITF+ Zellen
- Kontroligruppe -
10+

* %%k

o] H——

n(MITF+)

=3 Kontroligruppe

proximal AL distal AL

Abbildung 9.1 Die MITF+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhoht.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit MITF-Immunfluoreszenzfarbung angefarbt 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 gefarbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die Anzahl von
gpl00+ Zellen war distal der AL hoher als proximal (siehe Abbildung 9.2). Die
physiologische Verteilung melanotischer Melanozyten wurde abgebildet und der
Parameter ,,Anzahl von gp100+ Zellen” war zur Auswertung geeignet.

Anzahl von gp100+ Zellen

- Kontrollgruppe -
12-

104 * kK
8+

64

n(gp100+)

4-

= Kontrollgruppe
proximal AL distal AL

Abbildung 9.2 Die gp100+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhoht.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung angefarbt 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 gefarbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die Anzahl von
c-Kit+ Zellen war distal der AL hoher als proximal (siehe Abbildung 9.3). Die physiologische
Verteilung melanozytarer Zellen wurde abgebildet und der Parameter ,,Anzahl von c-Kit+

Zellen” war zur Auswertung geeignet.
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Anzahl von c-Kit+ Zellen
- Kontroligruppe -
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0.04 == Kontrollgruppe

proximal AL distal AL

Abbildung 9.3 Die c-Kit+ Zellzahl ist distal der Auberschen Linie erhoht.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenz angefarbt 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 gefarbt und immunhistomorphometrisch ausgewertet wurden. Die
Anzahl von c-Kit+/gp100- Zellen war proximal der AL hoher 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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Anteil nicht melanotischer melanozytarer Zellen
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proximal AL distal AL

Abbildung 9.4 Der Anteil nicht-melanotischer melanozytirer Vorlauferzellen ist
proximal der Auberschen Linie erhoht.

Mikrodissezierte Haarfollikel wurden kultiviert, mit vasoaktivem intestinalen Peptid
behandelt, mit c-Kit/gp100 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gefarbt und ausgewertet.
Reprasentative 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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